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ALP      Alkalische Phosphatase 
APZ      Antigen-präsentierende Zelle(n) 
BCIP/NBT   5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-
Phosphat/Nitroblautetrazolium 
CD      Cluster of differentiation 
CNPase  2,3-zyklisches Nukleotid- 
3-Phosphodiesterase 
CIS      Klinisch isoliertes Syndrom 
DNA      Desoxyribonukleinsäure 
DMSO     Dimethylsulfoxid  
EAE      Experimentelle autoimmune 
Enzephalomyelitis 
EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA      Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
ELISpot Assay    Enzyme-linked Immunospot Assay 
FBS      Fötales Bovines Serum 
GFAP      Saures Gliafaserprotein 
HLA      Human Leukocyte Antigen 
HPLC      Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
HRP      Meerrettichperoxidase  
IFN-γ      Interferon-γ 
IL-17      Interleukin-17 
MAG      Myelin-assoziiertes Glykoprotein 
MBP      Myelin-Basisches Protein 
MHC      Major Histocompatibility Complex 
MOG      Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein 
MRT      Magnet-Resonanz-Tomographie 
MS      Multiple Sklerose 
NF      Neurofilament 
PBMZ      Mononukleäre Zellen des peripheren Bluts 
PCR      Polymerasekettenreaktion 
PHA      Phytohämagglutinin 
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PLP      Proteolipid-Protein 
PP-MS     Primär-progrediente multiple Sklerose 
rpm      Revolutions per minute 
RR-MS     Schubförmig-remittierende multiple Sklerose 
SP-MS     Sekundär-progrediente multiple Sklerose 
TMB       Tetramethylbenzidin 
Th-Zellen     T-Helfer-Zellen 
ZNS      Zentrales Nervensystem 
 
Abkürzungen der Aminosäuren 
A  Alanin     M Methionin 
C Cystein    N Asparagin 
D Aspartat    P Prolin 
E Glutamat    Q Glutamin 
F Phenylalanin    R Arginin 
G Glycin     S Serin 
H Histidin    T Threonin 
I Isoleucin    V Valin 
K Lysin     W Tryptophan 





Die multiple Sklerose (MS) ist eine entzündliche demyelinisierende Erkrankung des 
zentralen Nervensystems (ZNS). Die Erkrankung ist der häufigste Grund einer 
anhaltenden Behinderung junger Menschen (Flachenecker et al. 2008, Hirtz et al. 
2007). Pathologisch charakteristisch sind so genannte Plaques, Gebiete fokaler 
Demyelinisierung (Popescu und Lucchinetti 2012). Neben Myelinscheiden werden 
aber auch Axone (Trapp et al. 1998) und graue Substanz geschädigt (Lucchinetti et al. 
2011). Es wird angenommen, dass es sich um eine Autoimmunerkrankung handelt, 
wobei aber auch eine heterogene Krankheitsentstehung diskutiert wird (Sospedra und 
Martin 2016). 
In die Therapie von Autoimmunerkrankungen ist in den letzten Jahren durch eine 
beachtliche Erweiterung der verfügbaren immunsuppressiven und immun-
modulatorischen Substanzen viel Bewegung gekommen. Die genauen 
pathogenetischen Mechanismen in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen sind 
jedoch meist nicht im Detail verstanden. Bei vielen Autoimmunerkrankungen, unter 
anderem auch bei der MS, konnten die Antigene, gegen die sich die fehlgeleitete 
Immunreaktion richtet, bisher nicht zweifelsfrei identifiziert werden. Eine genauere 
Kenntnis möglicher Autoantigene ist jedoch auch für ein besseres Verständnis der 
Pathogenese der Erkrankung essentiell.  
1.1 Verlaufsformen und Diagnosekriterien der MS 
Um die Diagnose einer MS stellen zu können, muss eine Dissemination der 
Erkrankung in Ort und Zeit vorliegen. Die Dissemination kann sich bereits klinisch in 
Form von verschiedene neurologische Funktionssysteme betreffenden Schüben 
zeigen oder in Kombination aus klinischem und radiologischem Befund festgestellt 
werden. Im MRT werden als örtliche Dissemination in der T2-Wichtung nachweisbare 
Läsionen gewertet, die sich an mindestens zwei der typischen Lokalisationen 
periventrikulär, juxtakortikal, infratentoriell oder spinal befinden. Eine zeitliche 
Dissemination ist durch den Nachweis gleichzeitig bestehender Gadolinium-
anreichernder und –nicht anreichernder Läsionen im MRT oder das Auftreten neuer 
Läsionen im Verlauf gegeben. (Polman et al. 2011) 
Man unterscheidet verschiedene Verlaufsformen der MS. Grundlegend ist die 
Einteilung in schubförmig-remittierende und progrediente Erkrankungsformen am 
 10 
 
bedeutendsten, da die gängigen Therapeutika nur die schubförmigen Verläufe 
beeinflussen können. Zu den schubförmig-remittierenden Formen zählen das klinisch 
isolierte Syndrom (CIS = clinically isolated syndrome) und die schubförmig-
remittierende multiple Sklerose (RR-MS = relapsing-remitting multiple sclerosis). Das 
klinisch isolierte Syndrom besteht in einer umschriebenen Symptomatik wie 
beispielsweise einer Optikusneuritis, erfüllt aber die diagnostischen Kriterien der 
örtlichen und zeitlichen Dissemination für eine MS nicht (Polman et al. 2011). Seit der 
Überarbeitung der Kriterien von Lublin et al. 2014 wird es zu den phänotypischen 
Verlaufsformen der MS gezählt. Für die schubförmigen Erkrankungsformen ist eine 
vollständig oder teilweise stattfindende Rückbildung der neurologischen Dysfunktion 
charakteristisch.  
Im Gegensatz dazu kommt es bei den progredienten Erkrankungsformen zu einer 
zunehmenden Verschlechterung der neurologischen Funktion (Lublin et al. 2014). Man 
unterscheidet dabei die primär-progrediente multiple Sklerose (PP-MS) und die 
sekundär-progrediente multiple Sklerose (SP-MS). Nach zehn Jahren geht beim 
natürlichen Verlauf der Erkrankung eine RR-MS bei der Hälfte der Patienten in eine 
SP-MS über (Weinshenker et al. 1989).  
All die genannten unterschiedlichen Verlaufsformen können sich jeweils als aktive oder 
inaktive Erkrankung präsentieren. Um als aktive Erkrankung gewertet zu werten, muss 
eine klinische oder radiologisch nachweisbare Aktivität über einen bestimmten 
Zeitraum vorliegen. Diese Aktivität kann sich klinisch als Schub in Abwesenheit von 
Fieber oder einer Infektion manifestieren oder aber in der MRT-Bildgebung in Form 
von kontrastmittelaufnehmenden Läsionen in der T1-Wichtung oder in Form von neuen 
oder größenprogredienten Läsionen in der T2-Wichtung auffallen. (Lublin et al. 2014)  
1.2 Pathogenese der MS  
Man geht davon aus, dass bei der MS autoreaktive T-Zellen eine wichtige 
pathogenetische Rolle spielen. Deren Existenz und Fähigkeit zur Selbstschädigung 
setzen ein Unterbleiben zentraler und peripherer Toleranzentwicklung sowie eine 
periphere Aktivierung voraus. Autoreaktive Zellen kommen allerdings auch bei 
Gesunden vor (Burns et al. 2001, Goebels et al. 2000, Meinl et al. 1993, Melms et al. 
1992) und haben somit nicht zwingend pathologische Bedeutung. Im Thymus findet 
die so genannte zentrale Toleranzentwicklung statt. Dabei werden bei der negativen 
Selektion T-Zellen eliminiert, bei denen die Interaktionen der T-Zell-Rezeptoren mit 
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von Antigen-präsentierenden Zellen (APZ) auf Major Histocompatibility Complex 
(MHC) präsentierten körpereigenen Peptiden eine hohe Avidität zeigen (Ashton-
Rickardt et al. 1994). Möglichkeiten für autoreaktive T-Zellen, dieser negativen 
Selektion zu entgehen, sind entweder eine mangelnde Präsentation des durch sie 
erkannten körpereigenen Peptids (Mamula 1993) oder eine zu geringe Avidität der 
Interaktion des T-Zell-Rezeptor-Peptid-MHC-Komplexes (Liu et al. 1995). T-Zellen, die 
der zentralen Toleranzinduktion im Thymus entkommen sind, sind jedoch noch „naiv“. 
Zu ihrer Aktivierung ist ein Antigenkontakt in der Peripherie nötig. Bei T-Zellen, die wie 
im Fall der MS mutmaßlich vor allem ZNS-Antigene erkennen, sind dabei zwei 
verschiedene Szenarien denkbar: Die Aktivierung könnte einerseits in ZNS-
drainierenden Halslymphknoten stattfinden, wo ZNS-Antigene dann durch APZ 
aufgenommen werden. (Goverman 2009) Andererseits wird die Rolle von Infektionen 
diskutiert, in denen strukturelle Ähnlichkeiten zwischen infektiösen Agenzien und 
körpereigenen Proteinen (molekulares Mimikry) eine Aktivierung autoreaktiver T-
Zellen begünstigen können (Wucherpfennig und Strominger 1995), oder die 
Aktivierung als unspezifischer Nebeneffekt im Rahmen der auftretenden 
Immunantwort passiert (Bystander-Aktivierung) (Haring et al. 2002).  
1.3 Die Rolle von T-Zellen in der MS 
1.3.1 CD4+-Zellen 
Die MS wird weithin als eine CD4+-Zell-vermittelte Erkrankung gesehen, wenn auch 
andere Zelltypen eine potenzielle pathogenetische Rolle spielen (Sospedra und Martin 
2005). Die Evidenz dafür erbrachten Daten aus dem Tiermodell der Erkrankung, der 
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), aber auch Untersuchungen 
von MS-Patienten selbst. 
In einem humanisierten Mausmodell, in dem transgene Mäuse einen Myelinantigen-
spezifischen T-Zell-Rezeptor, den MS-assoziierten Human Leukocyte Antigen (HLA)-
Typ DR2 und CD4+ exprimierten, entwickelten die Tiere eine MS-ähnliche Erkrankung 
(Madsen et al. 1999). In demyelinisierenden Läsionen von MS-Patienten wurden auch 
CD4+-Zellen nachgewiesen (Lock et al. 2002) und in peripherem Blut und Liquor von 
MS-Patienten wurden mehr aktivierte Myelin-reaktive CD4+-Zellen im Vergleich zu 
Kontrollen gefunden (Zhang et al. 1994).  
CD4+-Zellen lassen sich in verschiedene Subgruppen unterteilen, von denen Th1-
Zellen und Th17-Zellen die größte Bedeutung in der MS haben. 
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Th1-Zellen sind unter anderem durch die Produktion von IFN-γ charakterisiert 
(Mosmann et al. 1986). Sie spielen nicht nur eine überragende Rolle im EAE-
Tiermodell (Lowther et al. 2013), sondern auch in der humanen Erkrankung: Myelin-
spezifische IFN-γ-sezernierende Zellen wurden in erhöhter Zahl in Blut und Liquor von 
MS-Patienten im Vergleich zu Kontrollen gefunden (Olsson et al. 1990). In 
verschiedenen Studien wurden erhöhte Th1-Zellen vor allem in Patienten mit aktiver 
Erkrankung nachgewiesen (Nakajima et al. 2004, Shimizu et al. 2011, Tejada-Simon 
et al. 2001). Zudem führen IFN-γ-sezernierende Th1-Zellen im EAE-Modell auch zu 
einer Reduktion von Connexin 43 in Gap junctions zwischen Astrozyten (Watanabe et 
al. 2016) - eine Reduktion, die beim Menschen mit einem aggressiven 
Krankheitsverlauf assoziiert ist (Masaki et al. 2013). 
Neben den Th1-Zellen gewannen in den letzten Jahren auch Th17-Zellen in der 
Erforschung der MS eine zunehmende Bedeutung. Eine erhöhte IL-17-Expression und 
vermehrte Zahl von Th17-Zellen wurden in aktiven Läsionen von MS-Patienten 
nachgewiesen (Tzartos et al. 2008). Auch eine Korrelation von aktiven Läsionen im 
MRT oder klinisch aktiver Erkrankung mit durch Myelin-Antigen induzierter IL-17-
Produktion (Durelli et al. 2009, Heedegard et al. 2008, Wing et al. 2015) sowie erhöhte 
Zahlen IL-17-sezernierender Gedächtnis-T-Zellen in MS-Patienten (Venken et al. 
2010) wurden gezeigt. 
Letztendlich spielen in der MS wahrscheinlich sowohl Th1- als auch Th17-Zellen eine 
wichtige Rolle. Aktuelle Studien zeigen, dass unterschiedliche Lokalisationen der MS-
Läsionen wie spinal oder zerebral mit unterschiedlichen vorherrschenden CD4+-Zell-
Arten (Th1/Th17) assoziiert sein können (Gross et al. 2017, Johnson et al. 2016). 
Weiterhin wurden CD4+-Zellen nachgewiesen, die sowohl IL-17 als auch IFN-γ 
produzieren, und die vermehrt bei MS-Patienten mit aktiver oder besonders 
aggressiver Erkrankung auftreten (Durelli et al. 2009, Kebir et al. 2009, Paroni et al. 
2017).  
1.3.2 CD8+-Zellen 
Neben den CD4+-Zellen wurde auch zunehmend für CD8+-Zellen eine Bedeutung in 
der MS gezeigt. In aktiven demyelinisierenden ZNS-Läsionen übersteigt die Zahl der 
CD8+-Zellen sogar die der CD4+-Zellen (Babbe et al. 2000). In MS-Patienten wurden 
verglichen mit Kontrollen auch vermehrt Myelin-reaktive CD8+-Zellen gefunden (Zang 
et al. 2004). Ebenso zeigten sich im Liquor von MS-Patienten vermehrt CD8+-
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Gedächtniszellen (Jacobsen et al. 2002, Liu et al. 2007) und während Schüben 
erhöhte Granzym-Spiegel als Ausdruck einer gesteigerten CD8+-Zell-Toxizität 
(Malmeström et al. 2008). Andererseits existieren aber auch protektive CD8+-Zell-
Populationen, für deren Funktion interessanterweise gerade IFN-γ eine wichtige Rolle 
spielt (Balashov et al. 1995). 
1.4 Grundlagen der Antigenpräsentation 
Die Antigenpräsentation ist ein wichtiger Schritt in der Aktivierung von T- und B-Zellen 
während des Ablaufs einer Immunantwort.  
Alle kernhaltigen Zellen präsentieren zelleigene Peptide nach Prozessierung 
abzubauender Proteine unter anderem durch das Proteasom auf MHC-I-Molekülen 
(Neefjes et al. 2011). Auf MHC-I präsentierte Peptide werden von CD8+-Zellen erkannt. 
MHC-II-Moleküle werden dagegen hauptsächlich von professionellen APZ wie 
dendritischen Zellen, Makrophagen oder B-Zellen exprimiert, die darauf Peptide von 
extrazellulären Proteinen, die über Endozytose in die Zelle aufgenommen wurden, 
präsentieren (Neefjes et al. 2011). CD4+-Zellen können mit MHC-II-exprimierenden 
Zellen interagieren. Auf MHC-I-Molekülen werden bevorzugt Peptide einer Länge von 
etwa neun Aminosäuren präsentiert, aber auch die Präsentation längerer Peptide ist 
möglich (Engelhard 1994). Peptide, die auf MHC-II-Molekülen präsentiert werden, 
weisen mit etwa 13-18 Aminosäuren meist eine größere Länge auf, die allerdings 
variieren kann (Chicz et al. 1993, Rudensky et al. 1991). Eine wichtige Verbindung der 
beiden Wege stellt die sogenannte Kreuzpräsentation dar. Dadurch können APZ auch 
Peptide auf MHC-I präsentieren, die von exogen aufgenommen wurden, und damit die 
CD8+-Zell-getragene Immunantwort anfachen. Als zur Kreuzpräsentation fähige APZ 
werden in vivo vor allem dendritische Zellen diskutiert (Ackerman und Cresswell 2004). 
1.5 Epitope Spreading 
Im Laufe einer physiologischen Immunreaktion kann sich die Immunantwort auf andere 
Antigen-Epitope ausweiten, was eine Pathogenbekämpfung sinnvoll unterstützt. 
Jedoch kommt dieser Prozess auch bei Autoimmunerkrankungen zum Tragen und 
wurde auch bei der MS beobachtet. Die Immunantwort kann dabei andere Antigen-
Epitope innerhalb eines Antigens einbeziehen (intramolekulares Epitope Spreading), 
was auch bei MS-Patienten vielfach nachgewiesen wurde (Goebels et al. 2000, Ristori 
et al. 2000, Tuohy et al. 1997, Tuohy et al. 1998, Uccelli et al. 2000). Andererseits kann 
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sich die Immunantwort auch auf andere Antigene (intermolekulares Epitope 
Spreading) ausweiten. Auch dieses Phänomen wurde in der MS direkt beobachtet 
(Muraro et al. 2003). Indirekt wurden weiterhin bei Patienten mit längerer 
Krankheitsdauer Reaktivitäten gegen mehr Myelin-Epitope als bei kürzerer 
Krankheitsdauer festgestellt (Davies et al. 2005).  
Sowohl intra- als auch intermolekulares Epitope Spreading zeigte sich 
interessanterweise auch früh im Krankheitsverlauf bei pädiatrischer MS, trat im 
Gegensatz dazu aber bei einmalig demyelinisierenden Ereignissen nicht auf (Quintana 
et al. 2014), was für eine frühe Relevanz des Prozesses in der Krankheitsentwicklung 
spricht. Es ist leicht vorstellbar, dass sich dadurch die Suche nach einem primären 
Autoantigen und auch eine vielleicht in der Zukunft mögliche potenzielle 
Immuntherapie stark verkomplizieren kann. 
1.6 Genetische Risikofaktoren für die MS 
Bei der MS handelt es sich nicht um eine klassische Erbkrankheit. Bisher wurden aber 
über 100 Risiko-Loci in genomweiten Assoziationsstudien identifiziert (International 
Multiple Sclerosis Genetics Consortium 2013). Das größte genetische Risiko für die 
Erkrankung wird durch das HLA-Allel DRB1*1501 vermittelt (International Multiple 
Sclerosis Genetics Consortium 2011), was auch die Hypothese einer pathogenetisch 
großen Bedeutung von CD4+-Zellen unterstützt. Die Frequenz des Allels bewegt sich 
bei MS-Patienten in etwa zwischen 35-45% (Lysandropoulos et al. 2017, Smestad et 
al. 2007, Zhang et al. 2011), bei Kontrollen zwischen 21-24% (Goris et al. 2008, 
Lysandropoulos et al. 2007, Zhang et al. 2011). Homozygote Allelträger zeigen ein 
höheres Risiko für die Entwicklung der Erkrankung sowie für einen schwereren Verlauf 
(Barcellos et al. 2003). Eine Assoziation mit HLA-Molekülen besteht auch bei anderen 
Autoimmunerkrankungen abgesehen von der MS. Ein möglicher Zusammenhang wird 
darin gesehen, dass HLA-Moleküle die Peptide, die T-Zellen präsentiert werden, 
beeinflussen (Jones et al. 2006). Dies hat sowohl Auswirkungen auf die Reifung der 
T-Zellen im Thymus inklusive der zentralen Toleranzentwicklung als auch auf die 
Antigen-Erkennung durch reife T-Zellen (Thorsby et al. 2005). Neben der HLA-
Assoziation kodieren auch viele andere der identifizierten Risikogene für Funktionen 
des Immunsystems (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium 2013). 
 15 
 
1.7 Autoantigensuche durch Elution und Identifikation von natürlich 
präsentierten Peptiden  
Verschiedene Antigene wurden bisher als mögliche Autoantigene in der MS diskutiert, 
die größte Bedeutung wird dabei weiterhin Myelinantigenen beigemessen. An 
Myelinantigenen werden vor allem Myelin-Basisches Protein (MBP), Proteolipid 
Protein (PLP), Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), Myelin-assoziiertes 
Glykoprotein (MAG) und 2,3-zyklisches Nukleotid-3-Phosphodiesterase (CNPase) 
diskutiert, aber auch gliale und astrozytäre Antigene werden als potenzielle 
Autoantigene in Betracht gezogen. 
Ein spezieller Ansatz zur möglichen Identifizierung von Autoantigenen wurde in einer 
Studie von Fissolo et al. verfolgt (Fissolo et al. 2009), die sich zum Ziel gesetzt hatte, 
auf HLA-Molekülen im ZNS von MS-Patienten präsentierte Peptide zu bestimmen. 
Diese Studie dient als Grundlage der vorliegenden Arbeit. Für die Studie hatten 
Gehirn-Autopsieproben von acht MS-Patienten zur Verfügung gestanden. Dabei hatte 
es sich um Proben von sechs Patienten mit SP-MS (davon vier weiblich und zwei 
männlich), einer PP-MS-Patientin und einer Patientin mit einer unklaren Verlaufsform 
der Erkrankung gehandelt.  
Aus den gefrorenen Gewebeproben waren mittels Immunaffinitätschromatographie 
zunächst HLA-Moleküle und daran gebundene Peptide mit Hilfe von gegen HLA 
gerichteten Antikörpern gewonnen worden. Anschließend waren die Peptide in 
mehreren Schritten von den HLA-Molekülen isoliert worden. Zur Ermittlung der 
Sequenz der erhaltenen Peptide diente die Methode der Massenspektrometrie unter 
Verwendung von Elektrosprayionisation. Die Bindungskapazität der erhaltenen 
Peptide an die HLA-Typen der jeweiligen Autopsieproben-Spender war mittels der 
Datenbank SYFPEITHI festgestellt worden.  
In der Arbeit von Fissolo et al. konnten insgesamt 118 Peptide von MHC-I-Molekülen 
und 191 Peptide von MHC-II-Molekülen eluiert und identifiziert werden.  
1.8 Getestete Antigene und deren Rolle in der MS 
Einige der von Fissolo et al. (Fissolo et al. 2009) identifizierten Peptide wurden in der 
vorliegenden Arbeit näher auf eine mögliche Rolle als Autoantigene in der MS 
untersucht. Die Antigene, von denen die getesteten Peptide abgeleitet sind, und ihre 
bisher vermutete Rolle in der MS sollen im Folgenden näher erläutert werden.  
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1.8.1 Myelin-Basisches Protein (MBP) 
Ein wichtiges potenzielles Autoantigen stellt das Myelin-Basische Protein (MBP) dar. 
Dieses Myelinprotein kommt sowohl in peripherem als auch in zentralem Myelin vor, 
was eine periphere Aktivierung naiver MBP-spezifischer T-Zellen potenziell erleichtern 
könnte. In verschiedenen Studien wurden in MS-Patienten erhöhte Zahlen an 
(aktivierten) MBP-spezifischen T-Zellen gefunden (Chou et al. 1991, Moldovan et al. 
2003, Olsson et al. 1992, Söderström et al. 1993, Tejada-Simon et al. 2001), teils mit 
einer Anreicherung MBP-reaktiver Zellen im Liquor gegenüber dem peripheren Blut 
(Söderström et al. 1993). Ebenfalls wurde gezeigt, dass ein MBP-Peptid in MS-
Läsionen des ZNS vorkommt (Krogsgaard et al. 2000).  
Die autoantigene Relevanz von MBP wurde und wird so hoch eingeschätzt, dass 
bereits verschiedene antigenspezifische therapeutische Ansätze durchgeführt wurden, 
beispielsweise mit veränderten Peptidliganden (Bielekova et al. 2000, Kappos et al. 
2000), DNA-Vakzinierungen (Bar-Or et al. 2007, Garren et al. 2008), oder T-Zell-
Vakzinierungen (Medaer et al. 1995), bei denen eine Veränderung MBP-spezifischer 
Immunantworten teils mit dem klinischen Bild korrelierte.  
Zusammenfassend handelt es sich bei MBP um eines der vielversprechendsten 
diskutierten Autoantigene der Erkrankung.  
1.8.2 Saures Gliafaserprotein (GFAP) 
GFAP ist das vorherrschende Intermediärfilament in Astrozyten. GFAP wird vermehrt 
bei Auftreten von Astrogliose gefunden, in MS-Läsionen mit aktivierten Astrozyten 
wurde eine vermehrte Expression beobachtet (Newcombe et al. 1986). In 
Untersuchungen mit humanem Material wurden erhöhte GFAP-Spiegel im Liquor teils 
korrelierend mit der neurologischen Einschränkung (meist gemessen mittels EDSS-
Score) (Avsar et al. 2012, Axelsson et al. 2011, Malmeström et al. 2003, Norgren et al. 
2004, Petzold et al. 2002, Rosengren et al. 1995) und im Blut (Avsar et al. 2012) 
gefunden. Eine Autoimmunreaktion gegen GFAP wurde bisher in der MS nicht 
beschrieben, im EAE-Tiermodell konnte aber interessanterweise die Entwicklung einer 
MS-ähnlichen Erkrankung durch GFAP-reaktive CD8+-Zellen gezeigt werden (Sasaki 




Bei Neurofilament handelt es sich ebenfalls um ein Intermediärfilament, das 
charakteristischerweise in Neuronen vorkommt. Nach ihrer Masse werden drei 
Untereinheiten unterschieden: eine Leichtkette des Neurofilaments (NF-L), eine 
mittelschwere Kette (NF-M) und eine schwere Kette (NF-H) (Teunissen et al. 2005).  
Neurofilament wird ähnlich wie GFAP als Biomarker in der MS diskutiert. Im Liquor 
zeigten sich erhöhte Werte für NF-L bei MS-Patienten im Vergleich zu 
Normalpersonen (Avsar et al. 2012, Lycke et al. 1998, Malmeström et al. 2003, 
Norgren et al. 2003, Norgren et al. 2004, Semra et al. 2002), in anderen Studien 
dagegen ergab sich kein Unterschied (Axelsson et al. 2011). Auch bei anderen 
neurologischen Erkrankungen kommt es zu vermehrt NF-L im Liquor (Norgren et al. 
2003). Eine Studie fand erhöhte Werte während Schüben von RR-MS-Patienten 
(Lycke et al. 1998). 
Interessanterweise wurden auch Autoimmunreaktionen gegen Neurofilament 
gefunden. Verschiedene Studien zeigten erhöhte Autoantikörper gegen NF-M im 
Liquor von MS-Patienten (Bartos et al. 2007), erhöhte Autoantikörper gegen NF-L bei 
MS-Patienten mit progredienten Erkrankungsformen (Silber et al. 2002), sowie eine 
Assoziation von Autoantikörpern gegen NF-L und Gehirnatrophie (Eikelenboom et al. 
2003). Bezüglich der zellulären Immunreaktion hingegen fand eine Studie keinen 
Unterschied in der T-Zell-Proliferation in Reaktion auf NF-L zwischen MS-Patienten 
und Kontrollpersonen (Huizinga et al. 2009). 
1.8.4 S100 
Bei S100 handelt sich um ein Kalzium-bindendes Protein, das unter anderem in 
Astrozyten vorkommt (Donato 2001). Eine mögliche Rolle von S100-β in der MS wird 
schon seit vielen Jahren diskutiert.  
Im Liquor und/oder Blut von MS-Patienten oder bestimmten Subgruppen von MS-
Patienten fanden sich in einigen Studien signifikant höhere S100-β-Level im Vergleich 
zu Kontrollpersonen (Bartosik-Psujek et al. 2011, Missler et al. 1997, Mitosek-
Szewczyk et al. 2011, Petzold et al. 2002, Rejdak et al. 2008), andere Studien zeigten 
hingegen keinen Unterschied zwischen verschiedenen Subgruppen oder MS-
Patienten und Kontrollpersonen (Hein et al. 2008, Jongen et al. 1997, Lim et al. 2004, 
Malmeström et al. 2003, Rostasy et al. 2004).  
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Neben dieser möglichen Rolle als Biomarker in der MS wurden bisher keine 
Autoimmunantworten im Menschen gegen dieses Antigen beschrieben. Im Tiermodell 
allerdings wurde gezeigt, dass S100-β-spezifische T-Zellen eine MS-ähnliche 
Erkrankung induzieren können (Kojima et al. 1994). 
1.8.5 Aktin 
Aktin ist wie Neurofilament ein Bestandteil des Zytoskeletts und besitzt unter anderem 
für die Bewegung von Zellen große Bedeutung. Über eine mögliche Rolle in der MS 
ist bisher nur sehr wenig bekannt. Erhöhte Werte im Liquor finden sich im Vergleich zu 
Normalpersonen in verschiedenen neuroinflammatorischen und neurodegenerativen 
Erkrankungen, beispielsweise der Alzheimer-Krankheit (Semra et al. 2002). Auch in 
MS-Patienten mit progredienten Erkrankungsformen (SP-MS und PP-MS) wurden 
signifikant höhere Aktin-Level als in Normalpersonen oder RR-MS-Patienten 
gefunden, die mit dem per EDSS-gemessenen Grad der Behinderung korrelierten 
(Semra et al. 2002).  
1.8.6 Alpha-Synuclein 
Alpha-Synuclein kommt unter anderem im Zytoplasma von Neuronen und Gliazellen 
im ZNS vor (Mori et al. 2002). Es gibt Hinweise für eine Rolle von Alpha-Synuclein in 
der MS und im EAE-Modell. Im Tiermodell zeigte sich im Verlauf der EAE eine 
Reduktion von alpha-Synuclein, in alpha-Synuclein-defizienten Tieren wurde ein mit 
erhöhter Th1-Zellantwort assoziierter früherer Symptombeginn im EAE-Verlauf 
beobachtet (Ettle et al. 2016). 
Bei MS-Patienten zeigten sich teils kontroverse Ergebnisse: Teilweise fanden sich bei 
MS-Patienten niedrigere alpha-Synuclein-Spiegel im Liquor als in Kontrollpersonen mit 
anderen neurologischen Erkrankungen (Antonelou et al. 2015), teilweise erhöhte 
alpha-Synuclein-Spiegel im Vergleich zu Kontrollen (Wang et al. 2012). In 
pathologischen Untersuchungen wurden vermehrt alpha-Synuclein-positive Zellen in 
(aktiven) demyeliniserenden Läsionen von MS-Patienten gefunden (Lu et al. 2009, 
Papadopoulos et al. 2006).  
Insgesamt wurde in den genannten Studien bisher eher ein direkter Beitrag von alpha-




1.8.7 Glutamin-Synthetase und Glutamat-Dehydrogenase 
Glutamat wird als exzitatorischem Neurotransmitter unter dem Stichwort der 
„Exzitotoxizität“ schon länger eine Rolle in der MS zugeschrieben. Man nimmt an, dass 
erhöhte Glutamatspiegel durch ihre Beeinflussung von Ionenkanälen zu einer 
Kalziumüberladung, Mitochondriopathie, Produktion proteolytischer Enzyme und 
Begünstigung von Apoptose führen können (Gonsette 2008). In der EAE hat eine 
Blockade von Glutamatrezeptoren einen milderen Krankheitsverlauf und geringeren 
Untergang von Oligodendrozyten zur Folge (Pitt et al. 2000).  
Aber auch beim Menschen gibt es Hinweise auf eine neurotoxische Rolle von 
Glutamat: Erhöhte Glutamat-Spiegel fanden sich im Liquor von Patienten mit aktiver 
MS-Erkrankung (Stover et al. 1997) und konnten mittels MRT in aktiven MS-Läsionen 
gezeigt werden (Srinivasan et al. 2005). Auch neuropathologische Untersuchungen 
zeigten ein erhöhtes Vorkommen des die Glutamat-Produktion katalysierenden 
Enzyms Glutaminase in Makrophagen und Mikroglia in aktiven MS-Läsionen (Werner 
et al. 2001). Diese erhöhte Glutamat-Produktion in Immunzellen scheint allerdings 
nicht auf die MS beschränkt, sondern wurde auch in anderen, nicht autoimmun-
bedingten entzündlichen ZNS-Erkrankungen beobachtet (Werner et al. 2001). 
Die beiden Enzyme Glutamin-Synthetase und Glutamat-Dehydrogenase sind beide 
am Glutamat-Abbau beteiligt. Im Tiermodell EAE konnte bereits gezeigt werden, dass 
beide Enzyme während der Erkrankung vermindert sind (Hardin-Pouzet et al. 1997). 
Beispielsweise eine durch oxidativen Stress verminderte Enzymaktivität von Glutamin-
Synthetase könnte dabei zu erhöhten Glutamatspiegeln beitragen (Castegna et al. 
2011). Aber auch histologische Untersuchungen beim Menschen zeigten eine 
Verminderung der beiden Enzyme in Oligodendrozyten aktiver MS-Läsionen (Werner 
et al. 2001). 
1.8.8 Survivin 
Survivin interagiert mit dem Spindelapparat während der Mitose und übt eine anti-
apoptotische Funktion aus (Li et al. 1998). In Mitogen-stimulerten T-Lymphozyten von 
MS-Patienten wurde eine erhöhte Survivin-Expression im Vergleich zu Kontrollen und 
Patienten mit anderen entzündlichen ZNS-Erkrankungen gefunden (Sharief et al. 
2001), interessanterweise aber auch in höherem Maß bei Patienten mit aktiver MS als 
mit inaktiver MS (Sharief et al. 2002a). Die Expression war dabei zu 
Erkrankungsbeginn am höchsten, korrelierte mit der Krankheitsaktivität im MRT 
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(Sharief et al. 2002a) und nahm nach Therapieeinleitung mit Interferon-beta-1a ab 
(Sharief et al. 2002b). Obwohl diese Unterschiede nur in Mitogen-stimulierten T-Zellen 
nachgewiesen werden konnten, deuten die Daten auf eine mögliche verminderte 
Apoptosefähigkeit und mögliche Rolle dieser Beobachtung in der Autoimmunkaskade 






Die MS ist eine Autoimmunerkrankung, bei der Myelinscheiden des zentralen 
Nervensystems angegriffen werden und Patienten je nach Lokalisation der 
Demyelinisierungsherde zunächst meist an schubförmigen neurologischen 
Symptomen und dann an langsam fortschreitender Behinderung leiden. Trotz 
immensen Forschungsanstrengungen und großem Wissenszugewinn über die 
Erkrankung bleiben die Pathogenese und die zugrundeliegenden Autoantigene, gegen 
die sich die Immunreaktion richtet, zum Teil unverstanden. Für die Entwicklung jeder 
Immunantwort, und somit auch Autoimmunantwort, spielt die Antigenpräsentation eine 
zentrale Rolle. Sie beeinflusst sowohl die Toleranzentwicklung von Immunzellen als 
auch ihre mögliche Aktivierung in der Peripherie. Ein interessanter Ansatz zur Suche 
von möglichen Autoantigenen ist somit die Betrachtung der Peptide, die auf 
antigenpräsentierenden Zellen im Zielorgan einer Autoimmunerkrankung präsentiert 
werden. Dieser Ansatz wurde von Fissolo et al. verfolgt, denen es gelang, über 300 
Peptide von MHC-I- und MHC-II-Molekülen aus Autopsieproben des ZNS von MS-
Patienten zu eluieren und identifizieren.  
Für die vorliegende Untersuchung wurden einige der von Fissolo et al. identifizierten 
Peptide ausgewählt, die sich durch ihre Elution aus unterschiedlichen Autopsieproben 
und von unterschiedlichen HLA-Molekülen auszeichneten, darunter meist auch HLA-
DRB1*1501, dem größten bekannten genetischen Risikofaktor für die MS. 
Die MS stellt eine von CD4+-Zellen unterhaltene Erkrankung dar. Dabei wird 
besonders auch Th1-Zellen, deren Signatur-Zytokin IFN-γ ist, eine wichtige Rolle 
zugeschrieben. 
Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war nun, einige dieser von Fissolo et al. 
identifizierten Peptide daraufhin zu untersuchen, ob sie tatsächlich eine mögliche Rolle 
als Autoantigene in der MS spielen könnten. Dafür sollte die Zahl von IFN-γ-
sezernierenden mononukleären Zellen des peripheren Bluts von MS-Patienten nach 
Stimulation mit den ausgewählten Peptiden mit Kontrollpersonen verglichen werden. 
Dabei interessierte vor allem auch eine mögliche Korrelation der Immunreaktion mit 
der Krankheitsaktivität. Aufgrund der Elution vieler ausgewählter Peptide von HLA-
DRB1*1501 und der Risikovermittlung für die Erkrankung durch dieses Allel war eine 
weitere Frage dieser Arbeit, wie sich Immunantworten in HLA-DRB1*1501-positiven 





Dimethylsulfoxid (DMSO)     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline   Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ethanol, Rotipuran® >99.8% p.a.    Carl Roth, Karlsruhe 
Fötales Bovines Serum (FBS),     Biochrom, Berlin 
Lot Nr. 0317 A  
Heparin-Natrium, 25.000 IE    Ratiopharm, Ulm 
L-Glutamin (200 mM)     Gibco/Thermo Fisher Scientific, 
        Waltham, USA 
LymphoprepTM      Stemcell Technologies, 
        Vancouver, Kanada 
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml   Gibco/Thermo Fisher Scientific, 
bzw. 10.000 µg/ml)      Waltham, USA 
Reinstwasser, steril, geeignet für HPLC   Biochrom, Berlin 
RPMI Medium 1640     Gibco/Thermo Fisher Scientific, 
        Waltham, USA 
Schwefelsäure 96%     Carl Roth, Karlsruhe 
Trypanblau       Carl Roth, Karlsruhe 
Türks Lösung      Merck, Darmstadt 
Tween 20       Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 





Aluminiumfolie Rotilabo®     Carl Roth, Karlsruhe 
Cellstar® Propylen-Röhrchen, konischer Boden,  Greiner Bio-One,  
steril        Kremsmünster, Österreich 
- 50 ml 
- 15 ml 
Cellstar® Serologische Pipetten, Papier-  Greiner Bio-One, 
Kunststoff-Verpackung, einzeln verpackt, steril Kremsmünster, Österreich 
- 1 ml 
- 2 ml 
- 5 ml 
- 10 ml 
- 25 ml 
Cryo.sTM Polypropylen, steril, 2 ml, Innengewinde Greiner Bio-One, 
        Kremsmünster, Österreich 
DNA-LoBind Tubes, 1.5 ml    Eppendorf, Hamburg 
Einmal-Reagenzreservoir, 100 ml, steril,   Carl Roth, Karlsruhe 
einzeln verpackt 
Kryo-Etiketten für Laserdrucker Diversified Biotech, Dedham, 
USA 
Millex-GV Filtereinheit, PVDF-Membran,  Merck Millipore, Billerica, USA 
0.22 µm Porengröße 
Millex-HV Filtereinheit, PVDF-Membran,  
0.45 µm Porengröße 
NUNCTM MicroWellTM Platten mit NunclonTM  Thermo Fisher Scientific, 
Delta Oberfläche      Waltham, USA 
NUNCTM unbehandelte Kolben    Thermo Fisher Scientific, 
        Waltham, USA 
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Pasteurpipetten, Natron-Kalk-Glas   Brand, Wertheim 
PCR-Folie: Microseal® B Adhesive Seals  Bio-Rad, Hercules, USA 
PCR-Platte: MultiplateTM 96-well, low profile,  Bio-Rad, Hercules, USA 
ohne seitlichen Rand 
Pipettenspitzen epT.I.P.S.® Standard   Eppendorf, Hamburg 
- 0.1 – 10 µl 
- 0.1 – 20 µl 
- 2 – 200 µl 
- 50 – 1000 µl 
Pipettenspitzen       Brand, Wertheim 
- 2 – 200 µl 
- 5 – 300 µl 
Pipettenspitzen 0.1 – 20 µl    Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen SurPhob SafeSeal® Filterspitzen Biozym Scientific GmbH, 
- 10 µl       Hessisch Oldendorf 
- 20 µl 
- 100 µl 
- 1250 µl 
Spritzen 
- 50 ml Injektomat® Spritze mit Kanüle  Fresenius Kabi, Bad Homburg 
- 20 ml BD PlastipakTM mit BD     BD, Franklin Lakes, USA 
Luer-LokTM-Ansatz 





Einfriermedium      80% FBS 
        20 % DMSO 
Zellmedium       RPMI 
        10% FBS 
        2 mM L-Glutamin 
        100 U/ml Penicillin 
        100 µg/ml Streptomycin 
2.4 Kits 
Human IFN-γ ELISPOTPRO (HRP)   Mabtech, Nacka Strand,  
Human IFN-γ ELISPOTPRO (ALP)   Schweden 
Human IFN gamma ELISA Ready Set Go! Affymetrix eBioscience, San 
Diego, USA 
innuPREP Blood DNA Mini Kit  Analytik Jena, Jena 
2.5 PCR-Bedarf 
Primer für HLA-DRB1*1501        
- Vorwärtsprimer:      Invitrogen/Thermo Fisher  




- VIC-5'-CAACAAACCAATCC-3'-MGB  Applied Biosystems/ Thermo 
- FAM-5'-CAACAAACCAACCC-3'-MGB  Fisher Scientific, Waltham, USA 
Taqman® Universal PCR Master Mix   Applied Biosystems/ Thermo  





Die einzelnen Peptide werden im Methoden-Teil aufgelistet. Sie wurden von der Firma 
Pepscan (Lelystad, Norwegen) bezogen, wo sie synthetisiert und mittels HPLC 
aufgereinigt wurden. 
2.7 Kontrollantigene 
Mycobacterium tuberculosis, PPD für    Statens Serum Institut, 
in vitro-Gebrauch      Kopenhagen, Dänemark 
Phytohämagglutinin     Calbiochem, San Diego, USA 
Tetanus Toxoid (Lot #19119A1)     List Biological Laboratories,  
         Campell, USA 
2.8 Geräte 
Autoklav: Systec VE-150     Systec, Linden 
CFX96 TouchTM Real-Time System   BioRAD, Hercules, USA 
ELISA Reader: Varioskan Flash Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 
ELISpot Reader Advanced Imaging Devices, 
Strassberg 
Eppendorf Research® Plus Pipetten   Eppendorf, Hamburg 
- Einkanal, 0.1 – 2.5 µl 
- Einkanal, 0.5 – 10 µl 
- Einkanal, 2 – 20 µl 
- Einkanal, 10 – 100 µl 
- Einkanal, 100 – 1000 µl 
- 8-Kanal, 10 – 100 µl 





- -20°C: Liebherr TGS 5200 (Profi Line)   Liebherr, Bulle, Schweiz 
- -80°C: Forma 900 Series (Modell 905)  Thermo Fisher Scientific,  
Waltham, USA 
HeracellTM 150 CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD Leica, Wetzlar 
Kühlschrank: Liebherr KT 1830 (Comfort Line) Liebherr, Bulle, Schweiz 
Lichtmikroskop Olympus CK30 Olympus, Shinjuku, Tokio, 
Japan 
Nanophotometer P300 Implen, München 
PCR-Cooler Eppendorf, Hamburg 
Pipetboy Integra, Plainsboro, New 
Jersey, USA 
Sicherheitswerkbank: Herasafe KS12 Thermo Scientific/Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, USA 
Stereomikroskop MS5 Leica, Wetzlar 
Stickstofftank: Espace 331 Gaz Air Liquide, Paris, Frankreich 
Transferpette®-12, 30-300 µl    Brand, Wertheim 
Wärme- und Trockenschrank, ED115 Binder, Tuttlingen 
Wasserbad Gesellschaft für Labortechnik, 
Burgwedel 





- Varifuge 3.0 R      Heraeus, Hanau 
- Centrifuge 5418 R     Eppendorf, Hamburg 
2.9 Software 
AID EliSpot Software Version 6.x Advanced Imaging Devices, 
Strassberg 
CFX Manager BioRAD, Hercules, USA 
GraphPad Prism 7 GraphPad Software, La Jolla, 
USA 
SkanIt RE for Varioskan Flash 2.4.5   Thermo Fisher Scientific, 
        Waltham, USA 






Es wurden 51 MS-Patienten im Alter von 19 bis 68 Jahren eingeschlossen. Vier 
Patienten davon wurden zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten in verschiedenen 
Situationen der Krankheitsaktivität (aktiv/inaktiv) getestet. Somit wurden 26 Blutproben 
von Patienten mit aktiver Erkrankung und 29 Blutproben von Patienten mit inaktiver 
Erkrankung untersucht.  
Im Fall, dass ein akuter Schub vorlag, der mit einer Glukokortikoidpulstherapie 
behandelt wurde, wurde das Blut vor der Steroidgabe abgenommen. Die Patienten 
wurden anhand der oben beschriebenen diagnostischen Kriterien von Lublin (Lublin et 
al. 2014) klinisch charakterisiert. Die klinische Charakterisierung sowie Daten wie 
Geschlecht, Alter, Krankheitsdauer, Liquorbefund, Medikation und Neben-
erkrankungen sind im Anhang in Tabelle 5 dargestellt.  
Als Kontrollpersonen dienten 13 gesunde Probanden und 5 Patienten mit anderen 
neurologischen Erkrankungen im Alter von 18 bis 57 Jahren, die im Anhang in Tabelle 
6 dargestellt werden. 
Das Durchschnittsalter betrug 41,3 Jahre bei den MS-Patienten und 35,8 Jahre bei 
den Kontrollpersonen.  
Die Studie wurde auf Antrag von Herrn Prof. Dr. Dr. Robert Weißert von der 
Ethikkommission der Universität Regensburg gebilligt (Aktenzeichen: 12-101-0004). 
3.2 Gewinnung von mononukleären Zellen des peripheren Bluts 
3.2.1 Aufreinigung von mononukleären Zellen des peripheren Bluts 
Pro Patient oder Kontrollperson wurden 100 ml venöses Blut in mit Natrium-Heparin 
beimpften Perfusorspritzen abgenommen. Für jeden Patienten wurden zudem ein 
Blutbild und ein Differentialblutbild bestimmt. Die Aufreinigung der mononukleären 
Zellen erfolgte unmittelbar nach Blutentnahme, um eine durch verzögerte Aufarbeitung 
bedingte verminderte Funktionalität in nachfolgenden Versuchen zu vermeiden (Bull 
et al. 2007).  
Zur Aufreinigung der PBMZ wurde eine Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt, 
in der PBMZ und andere Blutkomponenten unter Ausnutzung von Dichteunterschieden 
separiert werden. Die Methode wurde von Arne Boyum entwickelt (Boyum 1964) und 
nutzt ein Dichtegradientenmedium (wie Lymphoprep, das in der vorliegenden Arbeit 
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verwendet wurde), bestehend aus Natriumdiatrizoat, Polysacchariden und Wasser bei 
einer definierten Dichte von 1,077 g/ml, zur Auftrennung der Blutkomponenten. 
Erythrozyten und Granulozyten haben eine höhere Dichte als dieses Trennmedium 
und setzen sich nach Zentrifugation am Röhrchenboden ab, während PBMZ eine 
geringere Dichte als das Medium aufweisen und somit über der Lymphoprep-Phase 
zu finden sind. Wiederum darüber bildet sich eine Schicht noch geringerer Dichte 
bestehend aus Plasma und Thrombozyten. 
Die Aufreinigung erfolgte wie bereits zuvor beschrieben (Riedhammer et al. 2016). Im 
ersten Schritt der Aufreinigung wurde das Blut in Zellkulturflaschen mit PBS im 
Verhältnis 1:2 verdünnt. In 50 ml-fassenden Röhrchen wurden je 15 ml Lymphoprep 
vorgelegt. Diese wurden dann vorsichtig mit je 30 ml der Blutverdünnung 
überschichtet, ohne die verschiedenen Phasen zu vermischen, indem ein die 
Blutverdünnung enthaltendes Röhrchen und das Lymphoprep enthaltende Röhrchen 
in eine annähernd waagrechte Position gebracht wurden und die Blutverdünnung 
vorsichtig über das Lymphoprep geschüttet wurde. Die überschichteten Röhrchen 
wurden dann bei 18°C für 25 Minuten bei 670 x g ohne Bremse zentrifugiert. Mittels 
Transferpipetten wurde dann die entstandene wolkig aussehende PBMZ-enthaltende 
Schicht oberhalb der Lymphoprep-Phase abgenommen, in neuen Röhrchen 
gesammelt und mit PBS verdünnt. Nun wurden die Zellen zwei Mal bei Zentrifugation 
für 10 Minuten bei 4°C und 160 x g gewaschen. Die Überstände wurden abdekantiert 
und die am Boden der Röhrchen entstandenen Zellpellets in RPMI resuspendiert und 
schließlich auf Eis gestellt. 
3.2.2 Zählen von mononukleären Zellen des peripheren Bluts  
Die in Zellmedium resuspendierten PBMZ wurden nun je nach zu erwartender Zellzahl 
16- oder 32-fach mit 0,4% Trypanblau und gegebenenfalls auch mit Türkscher Lösung 
verdünnt. Die Färbung mit Trypanblau dient der Ermittlung der Anzahl lebender Zellen: 
Zellen mit intakter Zellmembran nehmen die Farbe nicht auf und erscheinen unter dem 
Lichtmikroskop hell, während Trypanblau die Zellmembran toter Zellen passiert und 
deren Zytoplasma blau färbt (Strober 2001). Jedoch kann die Färbung mit Trypanblau 
lebende Erythrozyten, mit denen die PBMZ-Schicht verunreinigt sein kann, nicht von 
mononukleären Zellen differenzieren. Um leichte Verunreinigungen der PBMZ-Schicht 
des Gradienten mit Erythrozyten festzustellen oder auszuschließen, kam eine Färbung 
mit Türkscher Lösung zum Einsatz, die Erythrozyten zerstört. Allerdings sind lebende 
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und tote Zellen unter dem Lichtmikroskop nur bedingt voneinander unterscheidbar. 
Durch Verwendung beider Färbungen lässt sich jedoch die Zahl lebender 
mononukleärer Zellen ermitteln. Zum Zählen der gewonnenen Zellen wurde 
anschließend eine so genannte Neubauer-Zählkammer genutzt. Dazu wurden 10 µl 
der mit Trypanblau oder Türkscher Lösung verdünnten PBMZ-Lösung in die 
Zählkammer appliziert. Die zentrale Fläche dieses Hämozytometers besteht aus neun 
Großquadraten von je 1mm2 bei einer Höhe von 0,1 mm, so dass sich ein Volumen 
von 0,1 mm3 entsprechend 10-4 ml ergibt. Die vier Großquadrate in den Ecken sind 
wiederum zur Erleichterung des Zählens in 16 kleinere Quadrate unterteilt. Es wurde 
die Zellzahl in den vier Eck-Quadraten gezählt und folgendermaßen auf die 




Zellzahl in vier äußeren Großquadraten
4
×Verdünnungsfaktoren×104 
3.2.3 Einfrieren von mononukleären Zellen des peripheren Bluts 
Die gelösten PBMZ wurden nun entweder direkt im Anschluss für weitere Versuche 
genutzt und/oder zur späteren Verwendung eingefroren. Zum Einfrieren wurden die 
PBMZ durch Verdünnung mit Zellmedium auf eine Konzentration von 107 PBMZ/ml 
gebracht. Dann wurde ein gleiches Volumen an Einfriermedium in drei Schritten jeweils 
im Abstand von drei bis vier Minuten zugegeben, so dass eine Konzentration von 5x106 
PBMZ/ml erreicht wurde. Die Zellen wurden sofort nach der letzten Zugabe von 
Einfriermedium dann in Aliquoten zu je 1 ml à 5x106 PBMZ in Cryovials zunächst auf  
-80°C eingefroren, um nach wenigen Tagen in einen Stickstofftank mit Temperaturen 
von etwa -170°C überführt zu werden. 
3.2.4 Auftauen von mononukleären Zellen des peripheren Bluts 
Bei Verwendung der PBMZ für Versuche zu einem späteren Zeitpunkt wurden diese 
wieder folgendermaßen aufgetaut: Zunächst wurde RPMI-Medium in einem 
Wasserbad bei 37°C erwärmt. Dann wurden die Zellen durch Zugabe von warmem 
RPMI-Medium oder durch Erwärmen im Wasserbad aufgetaut und möglichst schnell 
mit RPMI-Medium verdünnt, um eine schnelle Reduktion der DMSO-Konzentration zu 
erreichen. Anschließend wurden die Zellen wie oben beschrieben zwei Mal für je 10 
Minuten bei 160 x g mit RPMI gewaschen und durch Resuspension in Zellmedium in 
die gewünschte Konzentration gebracht. 
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3.3 Auswahl der Peptide für ELISpot Assays 
Von den von Fissolo et al. eluierten Peptide wurden elf der 191 von MHC-II eluierten 
Peptide, ein Peptid, das in zwei Teilen von MHC-II-Molekülen eluiert wurde, und drei 
der 118 von MHC-I eluierten Peptide ausgewählt. Die Peptide, ihre Sequenzen, ihre 
Assoziation mit HLA-Molekülen und die Krankheitstypen der jeweiligen 
Autopsiespender sind in Tabelle 1 dargestellt. Teilweise waren zusätzlich zu den hier 
getesteten Peptiden in ihrer Sequenz ähnliche Peptide eluiert worden, die zur 
Ergänzung ebenfalls aufgeführt werden. Wichtige Auswahlkriterien stellten dabei die 
vorherige Beschreibung des Antigens als Autoantigen, die Elution des gleichen 
Peptids von unterschiedlichen Autopsieproben oder unterschiedlichen HLA-Molekülen 
dar.  
Zusätzlich zu den eluierten Peptiden wurden fünf weitere Peptide zum Vergleich 
ausgewählt (siehe Tabelle 2). Die Entscheidung fiel auf zwei von MBP abgeleitete 
Peptide, von denen zuvor eine mögliche Relevanz in der Erkrankung gezeigt worden 
war (De Graaf et al. 1999, Krogsgaard et al. 2000). Außerdem wurden ein von 
Chlamydia pneumoniae abgeleitetes Peptid getestet, das in einem Tiermodell EAE 
induzieren konnte (Lenz et al. 2001), sowie von Tetanus Toxoid und JC-Virus 
abgeleitete Peptide, die nachweislich auf verschiedenen HLA-Molekülen präsentiert 
werden können (Panina-Bordignon et al. 1989) bzw. unter anderem auf dem mit MS 
assoziierten HLA-DRB1*1501 (Aly et al. 2011) und somit eine positive Reaktion in den 
meisten Probanden erwarten ließen.  
Da sieben der 20 insgesamt getesteten Peptide vom Myelinprotein MBP stammen, 
zeigt Abbildung 8 zur besseren Übersicht deren Lage innerhalb des Proteins. 
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Tabelle 1: Getestete eluierte Peptide 






Ähnliche Sequenzen, deren 
















assoziiert mit DRB1*0401 (SP-
MS) 
WISKQEYDESGPSIVHRKCF 




YEMPSEEGYQD DRB1*0101 SP-MS -------------------------------------------- 1/8 
GFAP375-384 NRITIPVQTF Cw*07 PP-MS 
SP-MS 
-------------------------------------------- 3/8 
GFAP389-400 IRETSLDTKSVS DRB1*1501 SP-MS GFAP388-398 (QIRETSLDTKS) 







DRB1*1501 SP-MS -------------------------------------------- 1/8 
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Ähnliche Sequenzen, deren 





















MBP10-27 RHGSKYLATASTMDHARH DRB1*1501 SP-MS HGSKYLATASTMDHA assoziiert 
mit DRB1*1501 (SP-MS) 
1/8 (2/8) 
MBP84-94 DENPVVHFFKN DRB1*0401 
DRB1*1501 
SP-MS -------------------------------------------- 2/8 
MBP95-110 IVTPRTPPPSQGKGRG DRB1*1501 SP-MS MBP95-106 (IVTPRTPPPSQG) auf 














Ähnliche Sequenzen, deren 








MBP139-153 HKGFKGVDAQGTLS DRB1*1501 SP-MS -------------------------------------------- 1/8 













S100  ELINNELSHF A*25 PP-MS -------------------------------------------- 1/8 
Survivin RAIEQLAMM DRB1*1501 PP-MS -------------------------------------------- 1/8 
Weiteres getestes Peptid 
MBP84-112 DENPVVHFFKNIVTPRTPPPSQGKGRGLS In zwei Teilen (MBP84-94 und MBP95-112) eluiert  








MBP89-101 VHFFKNIVTPRTP De Graaf et al. 1999 
MBP85-99 ENPVVHFFKNIVTPR Krogsgaard et al. 
2000 




RFPNHYGCLLPRNPRTEDQN Lenz et al. 2001 
JC virus (VP1 34-48) VDSITEVECFLTPEM Aly et al. 2011 
 
3.4 Peptidsynthese und Lagerung 
Die verwendeten Peptide wurden in aufgereinigter Form bezogen, ihre Reinheit der 
war vom Hersteller mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie und 
Massenspektrometrie überprüft worden und betrug im Mittel 97,5% (bei Werten 
zwischen 90,0% und 99,8%). Die kryophilisierten Peptide wurden durch Lösung in 
DMSO auf eine Konzentration von 4 mg/ml gebracht und bei -20°C gelagert.  
3.5 ELISpot Assay  
ELISpotPRO Kits wurden zur Detektion von IFN-γ-produzierenden PBMZ genutzt. Die 
Versuche wurden gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt.  
Die im Kit enthaltenen ELISpot-Platten waren bereits vorab vom Hersteller mit dem 
monoklonalem Antikörper mAb 1-D1K, der sich gegen humanes IFN-γ richtet, gecoatet 
worden. Die Platten wurden somit im ersten Schritt zuerst vier Mal mit je 200 µl PBS 
pro Loch gewaschen und anschließend für mindestens eine Stunde mit 200 µl FBS-
enthaltendem Zell-Medium pro Loch bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische 
Bindungsstellen der gegen IFN-γ gerichteten Antikörper zu blockieren. Anschließend 
wurden pro Loch 2x105 PBMZ und die jeweiligen Antigene hinzugegeben. Für jedes 
Antigen wurden Doppelwerte gemessen. Es wurden die oben genannten 20 Peptide 
in Konzentrationen zu 3 µg/ml getestet, die kurz zuvor aufgetaut wurden. Diese 
Konzentration hatte in Vorexperimenten der Arbeitsgruppe die beste Nachweisbarkeit 
von IFN-γ-sezernierenden Zellen nach Stimulation mit Peptiden ergeben (nicht 
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publizierte Daten). Als Negativkontrollen dienten vier Zellsuspension enthaltende 
Löcher ohne weitere Zusätze und je zwei Löcher, in denen DMSO in der gleichen 
Verdünnung wie die in DMSO gelösten Peptide zugegeben wurden. Als positive 
Kontrollantigene wurden Tetanus Toxoid bei einer Konzentration von 0,3 µg/ml und 
Phytohämagglutinin (PHA) in der Konzentration von 3 µg/ml verwendet. Die 
Konzentrationen der beiden Positivkontrollen waren zuvor in Titrationsexperimenten 
ermittelt worden. Nach Zugabe der jeweiligen Antigene wurde durch vorsichtiges Auf- 
und Abpipettieren in den Löchern gemischt. Die Platten wurden anschließend in 
Aluminiumfolie gewickelt, um Verdampfungseffekte zu vermeiden, und in einem 
Inkubator bei 37°C und 5% CO2 für 48 Stunden inkubiert. Während der Inkubationszeit 
konnte von den PBMZ gebildetes IFN-γ an die auf der Platte gebundenen gegen  
IFN-γ gerichteten Antikörper binden. Nach 48 Stunden wurden zunächst pro Loch  
100 µl Zellüberstände für mögliche spätere weitere Analysen abgenommen und bei  
-80°C eingefroren. Der übrige Loch-Inhalt wurde verworfen und die Platte fünf Mal mit 
je 200 µl PBS pro Loch gewaschen.  
Das gebundene IFN-γ wurde nun entweder mittels einem HRP- (horseradish 
peroxidase/Meerrettichperoxidase) oder einem ALP- (alkalische Phosphatase) 
basierten Detektionssystem visualisiert. Dazu wurde ein mit HRP bzw. ALP 
gekoppelter Antikörper gegen IFN-γ zunächst 1:200 mit gefiltertem, 0,5% FBS-
enthaltendem PBS verdünnt. Nach fünfmaligem Waschen der Platte mit 200 µl PBS 
pro Loch wurden dann 100 µl der Antikörperverdünnung pro Loch zupipettiert und für 
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte erneut fünf 
Mal mit PBS gewaschen und dann das Substrat für das jeweilige Enzym zugegeben, 
im Fall von ALP BCIP/NBT (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat/Nitroblautetra-
zolium), im Fall von HRP TMB (Tetramethylbenzidin), so dass sich umschriebene 
Spots um die IFN-γ-sezernierenden Zellen bildeten. Die Farbreaktion wurde 
standardmäßig nach sieben bis acht Minuten durch intensives Waschen der Platte mit 
Leitungswasser gestoppt. Die Platten wurden nun im Dunkeln getrocknet. 
3.6 ELISpot Auswertung 
Die ELISpot-Platten wurden an einem AID-ELISpot-Reader mit der AID-ELISpot-
Software Version 6.x ausgewertet.  
Als Spot wurde dabei gewertet, was eine bestimmte Größe, Intensität und einen 
bestimmten Gradienten (also eine von innen nach außen abnehmende Farbintensität 
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entsprechend der mit zunehmendem Abstand von der produzierenden Zelle 
abnehmenden IFN-γ-Konzentration) erreichte. Artefakte, die vom System als Spots 
mitgezählt wurden, wurden manuell entfernt. Zum Vergleich wurden auch alle ELISpot-
Platten unter dem Lichtmikroskop gezählt.  
Die Zahl der spezifischen IFN-γ-sezernierenden Zellen wurde ermittelt, indem die 
erhaltene Spotzahl in Kontroll-Löchern von den Spotzahlen in antigenstimulierten 
Löchern abgezogen wurde. Im Fall, dass sich dabei ein negativer Wert ergab, wurde 
die Spotzahl auf Null gesetzt. Als positive Peptide wurden diejenigen gewertet, bei 
denen die mittlere Spotzahl in antigenstimulierten Löchern die mittlere Spotzahl in 
Kontrolllöchern plus zwei Standardabweichungen überstieg. 
3.7 ELISpot und ELISA zum Vergleich der Sensitivität der beiden Assays 
Um die Sensitivität von ELISpot und ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 
zum Nachweis einer IFN-γ-Produktion bzw. der Zahl IFN-γ-sezernierender Zellen zu 
vergleichen, wurde ein ELISpot durchgeführt, dessen Zellüberstände anschließend in 
einem ELISA weiter untersucht wurden. PBMZ von vier MS-Patienten und vier 
Kontrollpersonen wurden mit verschiedenen PHA-Konzentrationen (0,1 µg/ml,  
0,3 µg/ml, 1 µg/ml und 3 µg/ml) und reinem RPMI-Zellmedium inkubiert. Es wurden 
jeweils Doppelwerte gemessen. Nach 48 Stunden wurden pro Loch 100 µl 
Zellüberstand abgenommen und zunächst bei -80°C eingefroren. Der ELISpot-
Versuch wurde wie oben beschrieben weitergeführt und entwickelt.  
Zum Vergleich der Sensitivität des ELISpot-Assays mit dem ELISA wurde in der Folge 
ein ELISA zum Nachweis von in den Zellüberständen befindlichem IFN-γ durchgeführt. 
Dazu wurde das Kit „Human IFN-γ ELISA Ready Set Go!“ von eBioscience verwendet. 
Der Versuch wurde gemäß den Angaben des Herstellers ausgeführt. Zunächst wurde 
der enthaltene Puffer zum Beschichten (Coating) der Platte 1:10 mit Reinstwasser 
verdünnt und der gegen humanes IFN-γ gerichtete Coating-Antikörper 1:250 wiederum 
mit dem verdünnten Puffer verdünnt. Eine im Kit enthaltene Corning Costar Platte 
wurde mit 100 µl pro Loch dieser Antikörperverdünnung versehen und über Nacht bei 
4°C inkubiert. Die folgenden Inkubationszeiten wurden bei Raumtemperatur 
durchgeführt. Die Platte wurde dann fünf Mal mit 250 µl pro Loch 0,05% Tween 
enthaltendem PBS gewaschen. Die im Set enthaltene ELISA/ELISPOT Stammlösung, 
eine FBS-enthaltende Phosphat-gepufferte Lösung, wurde dann wie vorgegeben 1:5 
zur weiteren Verwendung mit ultrareinem Wasser verdünnt und die Platte mit 200 µl 
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pro Loch mit dieser Lösung für eine Stunde geblockt. Als Standard dienendes 
lyophilisiertes humanes IFN-γ wurde wie gefordert in ultrareinem Wasser rekonstituiert 
und mit ELISA/ELISPOT-Verdünnungslösung auf eine Konzentration von 500 pg/ml 
gebracht, und anschließend sechs Mal weiter verdünnt, so dass sich eine 
Verdünnungsreihe mit den Konzentrationen 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml,  
62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml und 7,8 pg/ml ergab. Als Leerwerte diente 
ELISA/ELISPOT-Verdünnungslösung ohne Zusätze. Nach einem erneuten 
Waschschritt wurde die Platte mit je 100 µl Standardverdünnung, Zellüberstand oder 
ELISA/ELISPOT-Verdünnungslösung pro Loch für zwei Stunden inkubiert. Es folgten 
fünf Waschschritte und die Zugabe von 100 µl Verdünnungslösung, die einen 
biotinylierten gegen humanes IFN-γ gerichteten Antikörper enthielt. Nach einer Stunde 
Inkubationszeit und fünf weiteren Waschschritten wurden 100 µl pro Loch einer an 
Avidin gekoppelten Meerrettichperoxidase (Avidin-HRP)-enthaltenden Verdünnungs-
lösung zugegeben und für 30 Minuten inkubiert. Avidin bindet in diesem Schritt an das 
Antikörper-gebundene Biotin und die an Avidin gekoppelte Meerrettichperoxidase 
katalysiert im nächsten Schritt die Oxidation von 3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin (TMB) 
zu einem blau gefärbten TMB-Diimin. Nach sieben Waschschritten wurden nun 100 µl 
pro Loch einer TMB-Lösung zugegeben. Nach 15 Minuten wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 50 µl 1M H2SO4 gestoppt, was zu einem Farbumschlag von blau nach 
gelb führte. Die Platte wurde bei 450 nm an einem Varioskan Flash-Gerät abgelesen.  
3.8 HLA-Typisierung auf HLA-DRB1*1501 
Die HLA-Typisierung wurde von Frau Dagmar Halbritter (medizinisch-technische 
Assistentin) durchgeführt.  
Zunächst wurde aus 400 µl EDTA-Vollblut DNA unter Verwendung des innuPREP 
Blood DNA Mini Kit nach Angaben des Herstellers isoliert. Dazu wurden zunächst zur 
Lyse des Ausgangsmaterials in einem 1.5 ml Röhrchen zu 400 µl EDTA-Vollblut  
400 µl Lyse-Puffer (Lysis Solution SLS) und 30 µl Proteinase K hinzugefügt, gut 
durchmischt und für zehn Minuten bei 60°C inkubiert. Nach einer kurzen Zentrifugation 
wurde 700 µl Binde-Puffer (Binding Solution BL) zugegeben und durch Auf- und 
Abpipettieren gemischt. Nun erfolgte das Binden der DNA an die in einer 
Zentrifugationssäule enthaltene Membran. Dazu wurden zunächst 750 µl der 
erhaltenen Lösung auf eine in ein Sammelröhrchen gegebene Zentrifugationssäule 
pipettiert. Nach Zentrifugation bei 11.000 x g für eine Minute wurde das 
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Sammelröhrchen mit dem Filtrat verworfen und die Zentrifugationssäule in ein neues 
Sammelröhrchen gesetzt. Nun wurde der Rest der erhaltenen Lösung auf die 
Zentrifugationssäule pipettiert und erneut bei 11.000 x g für eine Minute zentrifugiert. 
Zum Waschen der gebundenen DNA wurde das Sammelröhrchen mit dem Filtrat 
verworfen, die Zentrifugationssäule in ein neues Sammelröhrchen gesetzt, 400 µl 
Wasch-Puffer (Washing Solution C) zupipettiert und bei 11.000 x g für eine Minute 
zentrifugiert. Dieses Vorgehen wurde dann weitere zwei Mal durch Zupipettieren von 
600 µl Wasch-Puffer (Washing Solution BS) wiederholt. Die Zentrifugationssäule in 
einem neuen Sammelröhrchen wurde dann bei maximaler Geschwindigkeit für drei 
Minuten zentrifugiert, um eventuelle Ethanolreste zu eliminieren, das Sammelröhrchen 
verworfen und die Zentrifugationssäule in ein Elutionsröhrchen gesetzt, um die 
gebundene DNA nun wieder zu eluieren. Dazu wurden in zwei Schritten zuerst 100 µl, 
dann 50 µl auf 60°C vorgewärmter Elutionspuffer zupipettiert, bei Raumtemperatur für 
jeweils zwei Minuten inkubiert und für eine Minute bei 11.000 x g für eine Minute 
zentrifugiert. Im Anschluss wurden der A260/280-Quotient bestimmt und die 
Konzentration der DNA gemessen.  
Die Genotypisierung des MS-assoziierten Allels HLA-DRB1*1501 wurde dann wie 
zuvor durch Goris et al. (Goris et al. 2008) beschrieben durch TaqMan-basierte PCR 
durchgeführt. Zunächst wurde die erhaltene gDNA durch Verdünnung mit Wasser auf 
eine Konzentration von 50 ng pro 2 µl eingestellt. Pro Loch der PCR-Platte wurde dann 
unter Kühlung ein Gemisch aus 10 µl TaqMan Universal PCR Master-Mix, je 2 µl des 
Vorwärts- und Rückwärtsprimers, sowie je 1 µl der Sonden und 2 µl Wasser 
zupipettiert, so dass im Anschluss eine Primer-Endkonzentration von 450 nM und eine 
Sonden-Endkonzentration von 100 nM erreicht wurden. Anschließend wurden 2 µl der 
gDNA-enthaltenen Probe zugegeben und die Platte mit Folie versiegelt und kurz 
zentrifugiert.  
Es wurden jeweils Doppelwerte gemessen. Als Negativkontrollen dienten je zwei 
Löcher mit DNase-freiem Wasser statt der DNA-Probe.  
Die Polymerasekettenreaktion wurde dann mit einem CFX96-Echtzeitsystem 
durchgeführt. Dabei wurden folgende Einstellungen verwendet:  
1. 50°C, 2:00 Min. (UNG-Aktivität zur Vermeidung von “carry-over”-Kontaminationen) 
2. 95°C, 10:00 Min. (Inkubation zur Aktivierung der DNA-Polymerase) 
3. 95°C, 0:15 Min. (Denaturierung) 
4. 58°C, 1:00 Min. (Annealing, Extension) 
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Es wurden insgesamt 70 Zyklen der Schritte 3 und 4 durchgeführt. Die Auswertung 
erfolgte anschließend mithilfe der zugehörigen Software CFX-Manager. 
3.9 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung wurde mithilfe der Software SPSS Statistics 22 
vorgenommen. Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Kolmogorow-Smirnow- 
und Shapiro-Wilk-Test getestet. Bei nicht normalverteilten Daten wurden Mann-
Whitney-U-Tests zum Vergleich der verschiedenen Gruppen angewandt. Bei 
normalverteilten Daten wurde der T-Test zum Vergleich der Mittelwerte angewandt.  
P-Werte kleiner oder gleich p = 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Wenn 
multiple Vergleiche durchgeführt wurden, wurde der erhaltene p-Wert in den 
Einzelvergleichen mit der Zahl der parallelen Vergleiche multipliziert (Bonferroni-




4.1 Vergleich der Sensitivität von ELISA und ELISpot 
PBMZ von vier MS-Patienten und vier Kontrollpersonen wurden in einem IFN-γ-
ELISpot mit PHA-Konzentrationen zu 0,1 µg/ml, 0,3 µg/ml, 1 µg/ml und 3 µg/ml 
stimuliert. Im ELISpot-Versuch zeigte sich wie in Abbildung 1 dargestellt ein mit 
steigender PHA-Konzentration titrierbarer Anstieg der Spotzahlen als Maß für die Zahl 
der spezifischen IFN-γ-produzierenden PBMZ bis zu einer Zahl von 59,7 pro 105 PBMZ 
IFN-γ-produzierenden Zellen nach Stimulation mit 3 µg/ml PHA. Dagegen konnte im 
korrespondierenden ELISA keine IFN-γ-Produktion nachgewiesen werden.  
 
Die Überprüfung der Standardreihe des ELISA, dargestellt in Abbildung 2, mit 
humanem IFN-γ in einer von 500 pg/ml bis 7,08 pg/ml reichenden  
1:2-Verdünnungsreihe hingegen erbrachte eine mit der Konzentration des Standards 
linear ansteigende optische Dichte, hinweisend auf eine volle Funktionalität des 
Versuchs. 
Abbildung 1: Vergleich des IFN-γ- Nachweises in ELISpot und ELISA  
Dargestellt sind die mittleren Zahlen spezifischer IFN-γ-produzierender PBMZ pro 105 eingesetzten 
PBMZ (mit Standardabweichungen) im ELISpot-Assay links gegenüber der im ELISA nachgewiesenen 
Höhe von IFN-γ rechts nach Stimulation mit steigenden PHA-Konzentrationen. Es zeigen sich mit 
steigender PHA-Konzentration steigende Spot-Zahlen im ELISpot, während im ELISA kein IFN-γ
nachgewiesen werden kann. 




























































































4.2 Spontan IFN-γ-sezernierende PBMZ 
In den durchgeführten IFN-γ-ELISpot-Versuchen dienten PBMZ-enthaltende Löcher, 
die nur mit dem zum Lösen der Peptide verwendeten DMSO versetzt wurden, zur 
Bestimmung der spontan IFN-γ-sezernierenden PBMZ. Gemäß dem Kolmogorow-
Smirnow- und Shapiro-Wilk-Test zeigten sich die Daten für die MS-Patienten in beiden 
Tests nicht normalverteilt (p < 0,05), für die Kontrollpersonen ergab sich nur im 
Kolmogorow-Smirnow-Test ein Wert von p > 0,05. Somit werden die Ergebnisse in 
nicht-parametrischer Form dargestellt. Mit den im Folgenden dargestellten Daten 
wurde nach dem gleichen Prinzip verfahren. Die medianen Frequenzen dieser PBMZ 
betrugen 2,63 pro 105 PBMZ bei den Kontrollpersonen und 3,00 pro 105 PBMZ bei 
allen MS-Patienten (kein signifikanter Unterschied im Mann-Whitney-U-Test). Bei 
Patienten mit inaktiver MS-Erkrankung zeigten sich 4,00 pro 105 PBMZ, bei Patienten 
mit aktiver MS 2,38 pro 105 PBMZ (p = 0,039, Mann-Whitney-U-Test nach Bonferroni-
Korrektur), der Vergleich der MS-Untergruppen mit den Kontrollpersonen zeigte 
jeweils kein signifikantes Ergebnis.  


















Abbildung 2: Standardreihe IFN-γ ELISA  
Dargestellt ist die im ELISA gemessene mittlere optische Dichte mit Standardabweichung, sofern 




4.3 Spezifische IFN-γ-sezernierende Zellen gegen eluierte Peptide von 
MS-Patienten und Kontrollpersonen im Vergleich 
Elf von MHC-II, drei von MHC-I und ein zusammengesetztes in zwei Teilen eluiertes 
Peptid (MBP84-112) wurden als Antigene in der Konzentration von 3 µg/ml in  
IFN-γ-ELISpots getestet. Die Zahl spezifischer IFN-γ-produzierender PBMZ wurde 
ermittelt, indem die mittlere Spotzahl in Kontroll-Löchern nur mit DMSO-Zusatz von 
den Spotzahlen der mit Antigen stimulierten Löcher subtrahiert wurde. Als erstes 
Ergebnis zeigt sich, dass die Peptide sowohl bei Kontrollpersonen als auch bei MS-
Patienten zu einer IFN-γ-Sekretion durch spezifische PBMZ führten.  
Nun wurden die Zahlen spezifischer IFN-γ-produzierender PBMZ zwischen der 
Gruppe aller MS-Patienten und der Kontrollgruppe, bestehend aus Normalpersonen 
und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen, verglichen. Dabei wurden 
die Summen der spezifischen Spotzahlen in Reaktion auf alle direkt eluierten Peptide 
gebildet. MBP84-112 wurde in dieser Auswertung nicht berücksichtigt, da es als Ganzes 
nicht direkt eluiert worden war und mit den eluierten berücksichtigten Peptiden  
MBP84-94 und MBP95-110 überlappt.  
Die Daten zeigten sich wiederum mit der Ausnahme eines p > 0,05 bei den 
Normalpersonen im Kolmogorow-Smirnow-Test nicht normalverteilt und werden 
nichtparametrisch dargestellt. In der Gruppe der MS-Patienten fand sich eine mediane 
Frequenz IFN-γ-produzierender PBMZ in Reaktion auf alle 14 direkt eluierten Peptide 
von 7,25 pro 105 PBMZ. Die mediane Frequenz in der Gruppe der Kontrollpersonen 
zeigte sich mit 5,88 pro 105 PBMZ nicht signifikant unterschiedlich (p = 0,465, Mann-
Whitney-U-Test). Abbildung 3 zeigt die Daten als Dotplot. 
Die Zahl der spezifischen IFN-γ-produzierenden PBMZ teilte sich in der Gruppe der 
MS-Patienten im Median in 6,00 pro 105 PBMZ in Reaktion auf von MHC-II eluierte 
Peptide und in 1,25 pro 105 PBMZ in Reaktion auf von MHC-I eluierte Peptide auf. In 
der Kontrollgruppe hingegen fanden sich 4,50 pro 105 PBMZ in Reaktion auf von MHC-
II eluierte Peptide und 1,75 pro 105 PBMZ in Reaktion auf von MHC-I eluierte Peptide. 
Auch hier blieb der Vergleich zwischen MS-Patienten und Kontrollpersonen nicht 
signifikant (p = 0,299 für von MHC-II eluierte Peptide, p = 0,907 für von MHC-I eluierte 
Peptide, Mann-Whitney-U-Tests). Die Testung des aus zwei eluierten Peptiden 
zusammengesetzten MBP84-112-Peptids ergab eine mediane Zahl IFN-γ-
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produzierender PBMZ von 0,50 pro 105 PBMZ bei MS-Patienten im Vergleich zu von 
0,75 pro 105 PBMZ bei Kontrollpersonen (p = 0,384, Mann-Whitney-U-Test).  
 
4.4 Spezifische IFN-γ-sezernierende Zellen in aktiver und inaktiver MS 
Nun wurde die Gruppe der MS-Patienten aufgegliedert in Patienten mit aktiver und 
inaktiver Erkrankung. Auch innerhalb dieser Gruppen zeigte sich keine 
Normalverteilung der Zahlen spezifischer IFN-γ-produzierender PBMZ.  
Gegen alle 14 getesteten eluierten Peptide fanden sich bei der Gruppe der Patienten 
mit aktiver MS im Median 11,5 spezifische IFN-γ-produzierende Zellen pro 105 PBMZ 
gegenüber 3,50 Zellen pro 105 PBMZ bei Patienten mit inaktiver MS (p = 0,021, Mann-
Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur). Die Vergleiche zwischen Patienten mit 
aktiver MS und Kontrollpersonen (p = 0,216) und zwischen inaktiver MS und 
Kontrollpersonen (p = 1, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur) zeigten 







































Abbildung 3: Spezifische IFN-γ-produzierende Zellen in MS-Patienten und 
Kontrollpersonen nach Stimulation mit eluierten Peptiden 
Gezeigt sind die Zahlen spezifischer IFN-γ-produzierender Zellen pro 105 PBMZ nach Stimulation mit 
allen 14 getesteten direkt eluierten Peptiden in MS-Patienten und Kontrollpersonen im Vergleich. Die 
Darstellung als Dotplot erlaubt die Abbildung jedes individuellen Ergebnisses. Zusätzlich sind die 
Mediane beider Gruppen dargestellt. Die medianen Zahlen spezifischer IFN-γ-produzierender Zellen 




4.4.1 Reaktionen gegen von MHC-II eluierte Peptide 
Die Betrachtung der Reaktion gegen die elf von MHC-II eluierten Peptide zeigte im 
Median 10,0 spezifische IFN-γ-produzierende Zellen pro 105 PBMZ bei Patienten mit 
aktiver MS, 3,25 Zellen pro 105 PBMZ bei Patienten mit inaktiver MS (p = 0,021, Mann-
Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur). Die Vergleiche zwischen Patienten mit 
aktiver MS und Kontrollpersonen (p = 0,138, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-
Korrektur) und zwischen inaktiver MS und Kontrollpersonen (p = 1, Mann-Whitney-U-
Test, nach Bonferroni-Korrektur) zeigten keine signifikanten Unterschiede.  
4.4.2 Reaktionen gegen von MHC-I eluierte Peptide 
Bei Stimulation mit den drei von MHC-I eluierten Peptide wurden im Median  
2,13 spezifische IFN-γ-produzierende Zellen pro 105 PBMZ bei Patienten mit aktiver 
MS im Gegensatz zu 0,75 Zellen pro 105 PBMZ bei Patienten mit inaktiver MS 
gefunden (p = 0,216, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur). Auch hier 
ergaben sich im jeweiligen Vergleich mit der Kontrollgruppe keine signifikanten 
Ergebnisse (p = 1 für aktive MS versus Kontrollen und p = 0,741 für inaktive MS versus 
Kontrollen, Mann-Whitney-U-Tests, nach Bonferroni-Korrektur).  





































Abbildung 4: Spezifische IFN-γ-produzierende Zellen in Patienten mit aktiver 
und inaktiver MS und Kontrollpersonen nach Stimulation mit eluierten 
Peptiden 
Die Abbildung zeigt wiederum die Zahlen spezifischer IFN-γ-produzierender Zellen pro 105 PBMZ nach 
Stimulation mit allen 14 getesteten direkt eluierten Peptiden, nun mit Aufteilung der Gruppe der MS-
Patienten in aktive und inaktive Erkrankungsfälle und Kontrollpersonen im Vergleich. In den Gruppen 
der Patienten mit aktiver und inaktiver MS-Erkrankung ergibt sich ein signifikanter Unterschied 
(p = 0,021, Mann-Whitney-U-Test). 
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4.4.3 Reaktionen gegen Kontrollantigene 
Gegen das Kontrollantigen Tetanus Toxoid fanden sich in der Kontrollgruppe im 
Median 1,69 IFN-γ-sezernierende Zellen pro 105 PBMZ, in der Gruppe der aktiven MS 
1,81 IFN-γ-sezernierende Zellen pro 105 PBMZ und in der Gruppe der Patienten mit 
inaktiver MS 0,75 IFN-γ-sezernierende Zellen pro 105 PBMZ (p = 1 für alle Vergleiche, 
Mann-Whitney-U-Test bei nicht normalverteilten Daten, nach Bonferroni-Korrektur).  
Die Frequenzen IFN-γ-sezernierender PBMZ in Reaktion auf Stimulation mit PHA 
zeigten sich normalverteilt. In der Kontrollgruppe fanden sich im Mittel 229 IFN-γ-
sezernierende Zellen pro 105 PBMZ, bei den Patienten mit aktiver MS im Mittel  
238 IFN-γ-sezernierende Zellen pro 105 PBMZ und bei den Patienten mit inaktiver MS 
im Mittel 231 IFN-γ-sezernierende Zellen pro 105 PBMZ (p = 1 für alle Vergleiche, T-
Test, nach Bonferroni-Korrektur). Die Frequenzen IFN-γ-sezernierender PMBZ gegen 
die von Tetanus Toxoid, JC-Virus, Chlamydia pneumoniae und MBP abgeleiteten 
Kontrollpeptide werden im Abschnitt 4.6 genauer dargestellt.  
4.5 Spezifische IFN-γ-sezernierende Zellen in verschiedenen 
Erkrankungsgruppen 
Die Zahl der IFN-γ-sezernierenden PBMZ in Reaktion auf alle 14 getesteten eluierten 
Peptide wurde außerdem neben der Einteilung der MS-Erkrankung in aktive und 
inaktive Verläufe in die verschiedenen Untergruppen wie das klinisch isolierte 
Syndrom, die RR-MS, SP-MS und PP-MS aufgeteilt. Die Ergebnisse sind in  
Abbildung 5 als Boxplots dargestellt. Die Stichprobengrößen der einzelnen 
Untergruppen waren teils sehr klein, im Extremfall beispielsweise nur ein Proband mit 
inaktiver SP-MS-Erkrankung, so dass von einer weiteren statistischen Auswertung 
abgesehen wurde. Festzuhalten ist, dass in der Gruppe der SP-MS-Patienten die 
medianen Zahlen IFN-γ-sezernierender PBMZ mit 12,4 pro 105 PBMZ bei den 
Patienten mit aktiver SP-MS und 15,8 pro 105 PBMZ bei dem einzelnen Patienten mit 
inaktiver SP-MS gegen die getesteten Ligandom-Peptide besonders hoch ausfielen. 
Dagegen zeigten sich in der Gruppe der Patienten mit inaktiver MS 2,50 pro 105 PBMZ 
für das klinisch isolierte Syndrom, 3,75 pro 105 PBMZ für die RR-MS und  
6,00 pro 105 PBMZ für die PP-MS. Die Gruppe der Patienten mit aktivem klinisch 
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isoliertem Syndrom wiesen 10,8 pro 105 PBMZ auf, die mit aktiver RR-MS 10,5 pro 105 
PBMZ. 
 
4.6 Zahl positiver Peptide in aktiver und inaktiver MS 
Weiterhin wurde bestimmt, gegen wie viele der 14 eluierten Peptide in den Gruppen 
der Patienten mit aktiver oder inaktiver MS-Erkrankung und Kontrollpersonen eine 
positive Reaktion vorlag. Als positive Peptide wurden diejenigen gewertet, bei denen 
die mittlere Spotzahl in antigenstimulierten Löchern die mittlere Spotzahl in 
Kontrolllöchern plus zwei Standardabweichungen überstieg. Für die Zahlen der 
positiven Peptide lag wiederum keine Normalverteilung vor, für die Gruppe der 
Patienten mit aktiver MS lag nur im Kolmogorow-Smirnow-Test p > 0,05. Es fanden 
sich in der Kontrollgruppe im Median 1,00 als positiv zu wertendes Peptid, bei 
Patienten mit inaktiver MS 0,00 positive Peptide, bei Patienten mit aktiver MS dagegen 
4,00 positive Peptide. Sowohl der Vergleich der aktiven MS mit Kontrollen (p = 0,018, 






































































































Abbildung 5: Spezifische IFN-γ-produzierende Zellen in verschiedenen MS-
Erkrankungsformen und Kontrollpersonen nach Stimulation mit eluierten 
Peptiden 
Dargestellt sind die spezifischen IFN-γ-produzierenden Zellen pro 105 PBMZ nach Stimulation mit allen 
14 getesteten direkt eluierten Peptiden für die verschiedenen Erkrankungsformen der MS in Form von 
Boxplots. Die Whisker stellen dabei jeweils den Minimal- und Maximalwert dar. Teils ergaben sich hier 
sehr kleine Stichprobenzahlen, wie im Extremfall n = 1 für die inaktive SP-MS. 
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Patienten mit inaktiver und aktiver Erkrankung (p = 0,003, Mann-Whitney-U-Test, nach 
Bonferroni-Korrektur) zeigte signifikante Ergebnisse. Die Zahl positiver Peptide 
unterschied sich zwischen Kontrollgruppe und inaktiven MS-Patienten nicht signifikant 
(p = 1, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur). Die jeweiligen Zahlen an 
positiven Peptiden sind in Abbildung 5 aufgetragen.  
 
4.6.1 Reaktionen gegen von MHC-II eluierte Peptide 
Von den elf von MHC-II eluierten Peptiden zeigten bei Patienten mit aktiver MS im 
Median 3,50 Peptide eine positive Reaktion, gegenüber 0,00 Peptiden bei Patienten 
mit inaktiver MS und 0,50 Peptiden bei Kontrollpersonen. Die Unterschiede zwischen 
aktiver MS mit Kontrollpersonen (p = 0,021, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-
Korrektur) und inaktiver MS (p = 0,003, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-
Korrektur) waren im Gegensatz zum Vergleich zwischen Kontrollgruppe und inaktiver 
MS (p = 1, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur) signifikant. 























Abbildung 6: Positive Reaktionen gegen eluierte Peptide in aktiver und 
inaktiver MS und Kontrollpersonen im Vergleich 
Die Abbildung zeigt als Dotplot die Zahlen der positiven Reaktionen gegen die 14 getesteten direkt 
eluierten Peptide mit Medianen in Patienten mit aktiver und inaktiver MS-Erkrankung und 
Kontrollpersonen. Als positive Reaktion wurde dabei eine mittlere Spotzahl in einem Patienten gewertet, 
die die mittlere Spotzahl in Kontrolllöchern plus zwei Standardabweichungen überstieg. Beim Vergleich 
der positiven Reaktionen ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit aktiver MS 
und inaktiver MS einerseits (p = 0,003, Mann-Whitney-U-Test) und Kontrollpersonen andererseits (p = 
0,018, Mann-Whitney-U-Test).  
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4.6.2 Reaktionen gegen von MHC-I eluierte Peptide 
Gegen die drei von MHC-I eluierten Peptide fanden sich bei Kontrollpersonen und 
Patienten mit inaktiver MS im Median 0,00 positive Peptide, bei Patienten mit aktiver 
MS 1,00 positives Peptid. Der Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und Patienten 
mit aktiver MS (p = 0,105, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur) zeigte 
sich genau wie der Vergleich von Kontrollen mit Patienten mit inaktiver Erkrankung (p 
= 1, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur) nicht signifikant, der Vergleich 
zwischen Patienten mit aktiver und inaktiver Erkrankung erbrachte auch hier ein 
signifikant unterschiedliches Ergebnis (p = 0,027, Mann-Whitney-U-Test, nach 
Bonferroni-Korrektur). 
4.6.3 Reaktionen gegen die Peptide im Einzelnen 
Tabelle 3 zeigt, bei wie vielen Personen der einzelnen Gruppen aus Patienten und 
Kontrollpersonen das jeweilige getestete Peptid eine positive Reaktion hervorrief.  
Tabelle 3: Zahl positiver Peptide 
Eluierte Peptide Kontrollen Inaktive MS Aktive MS 
Aktin 2/18 (11,1%) 2/29 (6,9%) 9/26 (34,6%) 
Alpha-synuclein 3/18 (16,7%) 5/29 (17,2%) 10/26 (38,5%) 
GFAP375-384 3/18 (16,7%) 4/29 (13,8%) 11/26 (42,3%) 
GFAP389-400 4/18 (22,2%) 4/29 (13,8%) 8/26 (30,8%) 
Glutamat-Dehydrogenase 3/18 (16,7%) 3/29 (10,3%) 10/26 (38,5%) 
Glutamin-Synthetase 2/18 (11,1%) 7/29 (24,1%) 12/26 (46,2%) 
MBP10-27 2/18 (11,1%) 2/29 (6,9%) 10/26 (38,5%) 
MBP84-94 2/18 (11,1%) 4/29 (13,8%) 6/26 (23,1%) 
MBP95-110 0/18 (0%) 3/29 (10,3%) 10/26 (38,5%) 
MBP139-153 4/18 (22,2%) 3/29 (10,3%) 12/26 (46,2%) 
NF-L 3/18 (16,7%) 2/29 (6,9%) 10/26 (38,5%) 
NF-3 (von NF-M) 2/18 (11,1%) 4/29 (13,8%) 10/26 (38,5%) 
S100  4/18 (22,2%) 6/29 (20,1%) 9/26 (34,6%) 
Survivin 4/18 (22,2%) 3/29 (10,3%) 13/26 (50,0%) 
MBP84-112 5/18 (27,8%) 7/29 (24,1%) 10/26 (38,5%) 
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Kontrollpeptide Kontrollen Inaktive MS Aktive MS 
MBP89-101 2/18 (11,1%) 2/29 (6,9%) 7/26 (26,9%) 
MBP85-99 4/18 (22,2%) 6/29 (20,1%) 10/26 (38,5%) 
Tetanus toxoid (tt830-844) 5/18 (27,8%) 7/29 (24,1%) 8/26 (30,8%) 
Chlamydia pneumoniae 
(Cpn0483) 
4/18 (22,2%) 5/29 (17,2%) 11/26 (42,3%) 
JC virus (VP1 34-48) 5/18 (27,8%) 6/29 (20,1%) 11/26 (42,3%) 
 
4.7 Frequenzen autoreaktiver PBMZ 
Weiterhin wurden die Frequenzen IFN-γ-produzierender PBMZ pro 105 PBMZ in 
Reaktion auf die körpereigenen eluierten und Kontrollpeptide ermittelt. Die Frequenzen 
zeigten sich gemäß dem Kolmogorow-Smirnow- und Shapiro-Wilk-Test nicht 
normalverteilt (p < 0,05, Ausnahme: Frequenzen MBP84-112-reaktiver PBMZ bei 
Normalpersonen im Kolmogorow-Smirnow-Test mit p > 005). Somit wurden wiederum 
die medianen Frequenzen IFN-γ-produzierender PBMZ pro 105 PBMZ ermittelt, die in 
Tabelle 4 dargestellt sind. Die maximale mediane Frequenz über alle körpereigenen 
Peptide lag bei einer IFN-γ-produzierenden Zelle pro 105 PBMZ, die Frequenzen 
gegen die von Tetanus Toxoid, Chlamydia pneumoniae und JC-Virus abgeleiteten 
Kontrollpeptide lagen in einem vergleichbaren Bereich. Die höchste Frequenz 
autoreaktiver PBMZ bei einem einzelnen MS-Patienten wurde bei MS31 mit  




Tabelle 4: Frequenzen IFN-γ-produzierender PBMZ pro 105 PBMZ 
 Mediane Frequenz über alle 
Patienten 
Maximale Frequenz 








Aktin 0,00 0,00 0,50 6,75 
Alpha-synuclein 0,00 0,25 0,75 6,75  
GFAP375-384 0,38 0,00 0,25 5,00  
GFAP389-400 0,75 0,00 0,13 3,25 
Glutamat-
Dehydrogenase 
0,00 0,00 0,75 8,00 
Glutamin-Synthetase 0,00 0,00 0,50 9,25 
MBP10-27 0,25 0,00 0,75 7,00  
MBP84-94 0,00 0,00 0,00 4,50  
MBP95-110 0,25 0,00 1,00 8,25  
MBP139-153 0,13 0,00 0,75 11,25  
NF-L 0,75 0,00 0,00 12,25  
NF-3 (von NF-M) 0,13 0,00 0,50 6,50  
S100 Ca-binding 
protein 
0,88 0,25 0,75 8,00  
Survivin 0,50 0,25 0,88 8,75  
MBP84-112 0,75 0,00 0,75 9,25  
MBP89-101 0,13 0,00 0,50 6,25  








Tetanus toxoid  
(tt830-844) 




0,25 0,25 0,38 6,25  




4.8 HLA-DRB1*1501-Typisierung und Reaktivitäten gegen eluierte 
Peptide im Vergleich 
4.8.1 Typisierung von MS-Patienten und Kontrollpersonen 
Patienten und Kontrollpersonen wurden mittels PCR auf das Vorliegen des Risikoallels 
HLA-DRB1*1501 untersucht. Dabei ergab sich für 21 der 51 untersuchten MS-
Patienten ein positives Ergebnis (41,2%). Fünf der 21 MS-Patienten waren homozygot, 
16 heterozygot. Von den Blutproben von Patienten mit aktiver MS zeigten sich 46,1%, 
von den Proben von Patienten mit inaktiver MS 34,5% positiv für HLA-DRB1*1501. 
4.8.2 Vergleich Antwort in HLA-DRB1*1501-positiven und -negativen Patienten 
Weiterhin wurden die vorherigen Gruppen von Kontrollpersonen, Patienten mit aktiver 
und inaktiver MS bezüglich ihres Trägerstatus für das Risikoallel HLA-DRB1*1501 für 
die MS weiter aufgeteilt. Innerhalb der Diagnosegruppen wurden dann die 
Immunreaktionen auf die von MHC-II eluierten Peptide und auf die direkt von HLA-
DRB1*1501 eluierten Peptide erneut verglichen.  
Bezüglich der von MHC-II eluierten Peptide fanden sich in den HLA-DRB1*1501-
positiven Kontrollpersonen im Median 3,50 IFN-γ-produzierende Zellen pro 105 PBMZ 
gegenüber 4,75 IFN-γ-produzierenden Zellen pro 105 PBMZ in HLA-DRB1*1501-
negativen Kontrollpersonen. Bei den Patienten mit inaktiver MS waren bei den HLA-
DRB1*1501-positiven Patienten im Median 3,63 IFN-γ-produzierende Zellen pro 105 
PBMZ vorhanden, bei den HLA-DRB1*1501-negativen Patienten dagegen  
3,00 IFN-γ-produzierende Zellen pro 105 PBMZ. HLA-DRB1*1501-positive Patienten 
mit aktiver MS zeigten 8,50 IFN-γ-produzierende Zellen pro 105 PBMZ gegenüber 10,5 
IFN-γ-produzierenden Zellen pro 105 PBMZ bei HLA-DRB1*1501-negativen Patienten 
mit aktiver MS. Alle Vergleiche untereinander waren statistisch nicht signifikant (überall 
p = 1, Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur).  
Bezüglich der von HLA-DRB1*1501 eluierten Peptide zeigten sich vergleichbare 
Ergebnisse, die in Abbildung 7 dargestellt sind.  
HLA-DRB1*1501-positive Kontrollpersonen zeigten im Median 3,13 IFN-γ-
produzierende Zellen pro 105 PBMZ gegenüber 4,00 IFN-γ-produzierenden Zellen pro 
105 PBMZ in HLA-DRB1*1501-negativen Kontrollpersonen. Bei den Patienten mit 
inaktiver MS waren sowohl bei den HLA-DRB1*1501-positiven als auch bei den HLA-
DRB1*1501-negativen Patienten im Median 2,50 IFN-γ-produzierende Zellen pro 105 
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PBMZ vorhanden. HLA-DRB1*1501-positive Patienten mit aktiver MS zeigten 7,50 
IFN-γ-produzierende Zellen pro 105 PBMZ gegenüber 9,13 IFN-γ-produzierende 
Zellen pro 105 PBMZ bei HLA-DRB1*1501-negativen Patienten mit aktiver MS. Auch 
hier zeigten alle Vergleiche keine statistisch signifikanten Ergebnisse (überall p = 1, 
Mann-Whitney-U-Test, nach Bonferroni-Korrektur).   







































Abbildung 7: Spezifische IFN-γ-produzierende Zellen unter Berücksichtigung 
des HLA-DRB1*1501-Trägerstatus nach Stimulation mit von HLA-DRB1*1501 
eluierten Peptiden 
Gezeigt sind wiederum die spezifischen IFN-γ-produzierenden Zellen pro 105 PBMZ nach Stimulation 
mit den elf von HLA-DRB1*1501 eluierten Peptiden. Die Gruppen der Kontrollen, Patienten mit inaktiver 
und aktiver MS wurden dabei hinsichtlich des Trägerstatus für das Risiko-HLA-Allel HLA-DRB1*1501 
weiter unterteilt. Zwischen HLA-DRB1*1501-positiven und negativen Personen zeigten sich dabei keine 
signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U-Tests). Die Abbildung wurde bereits in ähnlicher Form 





5.1.1 Auswahl der eluierten Peptide 
Einige der für diese Studie ausgewählten Peptide, wie beispielsweise die von Aktin 
oder Glutamin-Synthetase abgeleiteten Peptide, hatten sich auf dem gleichen HLA-
Molekül in Autopsieproben verschiedener Spender und zusätzlich auch auf anderen 
HLA-Molekülen gefunden. Auch die meisten der getesteten anderen Peptide waren, 
wenn nicht in gleicher, so doch in ähnlicher Sequenz in mehr als einem Gehirnspender 
vorgekommen (vergleiche Tabelle 1). Ein weiterer wichtiger Faktor für die Auswahl der 
Peptide stellte eine bereits zuvor gezeigte mögliche Rolle des Antigens in der 
Erkrankung der MS dar, so dass verschiedene von MBP abgeleitete Peptide 
ausgewählt wurden. Die Testung von Peptiden der Glutamin-Synthetase und 
Glutamat-Dehydrogenase erschien aufgrund der in der MS diskutierten Rolle einer 
Glutamat-Exzitotoxizität interessant, GFAP, S100 β-Protein und Neurofilament 
faszinierten als gliale bzw. neuronale Antigene, bei denen eine Bedeutung als 
Biomarker in der Erkrankung diskutiert wird, α-Synuclein und Survivin als bei 
neuronaler Degeneration und Apoptose beteiligte Proteine. Zusammenfassend waren 
die Peptide so ausgewählt worden, dass eine mögliche Rolle als Autoantigene in einer 
möglichst großen Gruppe von MS-Patienten denkbar erschien.  
5.1.2 Nachweis von IFN-γ-sezernierenden Zellen mittels ELISpot 
Um eine IFN-γ-Produktion durch potenziell autoreaktive Zellen nachzuweisen, wurden 
angesichts der Ergebnisse in Bezug auf die geringere Sensitivität des ELISA beim 
Nachweis von IFN-γ im Vergleich zum ELISpot keine absoluten IFN-γ-Spiegel in den 
Zellüberständen der durchgeführten ELISpot-Versuche bestimmt. Die hier getroffene 
Beobachtung der geringeren Sensitivität des ELISA stimmt mit Studien anderer 
Gruppen überein: Beispielsweise konnte vor einer Impfung mit Tetanus-Toxoid ein 
IFN-γ-ELISpot T-Gedächtniszellen mit einer höheren Sensitivität nachweisen als der 
entsprechende IFN-γ-ELISA (Tassignon et al. 2005). Auch eine IFN-γ-Sekretion in 
Antwort auf von CMV abgeleitete Peptide (Tischer et al. 2014) oder nach Stimulation 
von PBMZ mit PPD (Doherty et al. 2005), sowie eine IFN-γ-Sekretion durch natürliche 
Killerzellen (Lion et al. 2009) ließen sich im ELISpot mit einer höheren Sensitivität als 
im ELISA detektieren. ELISpot-Versuche erwiesen sich im Vergleich zum ELISA auch 
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beim Nachweis anderer Zytokine wie IL-21 (Huang et al. 2015) oder einer Perforin-
Freisetzung (Zuber et al. 2005) als sensitiver.  
Als Erklärung für die Sensitivitätsunterschiede könnte die Tatsache dienen, dass im 
ELISpot-Versuch das sezernierte Zytokin sofort gebunden wird, während im ELISA 
nachweisbares Zytokin durch Bindung an zelluläre Rezeptoren verloren gehen könnte 
(Huang et al. 2015, Tassignon et al. 2005). 
5.1.3 Testung der ganzen PBMZ-Fraktion 
Im Unterschied zu vielen anderen Studien wurde in der vorliegenden Arbeit die ganze 
PBMZ-Fraktion in ELISpot-Versuchen eingesetzt, anstelle zuerst CD4+-Zellen und 
Antigen-präsentierende Zellen zu isolieren oder Peptid-spezifische T-Zell-Linien zu 
testen. Diese Methode wurde bewusst gewählt, um die Zusammensetzung der 
Leukozyten möglichst natürlich zu erhalten und das von ihnen etablierte Zytokinmilieu 
unverfälschter abzubilden. Diese Strategie war zuvor auch von anderen Gruppen 
angewandt worden (Dang et al. 2011). Der Nachteil der Methode ist, dass die IFN-γ-
sezernierenden Zellen somit nicht eindeutig einem Zelltyp zugeordnet werden können. 
Außer durch Th1-Zellen ist eine IFN-γ-Produktion auch beispielsweise durch CD8+-
Zellen (Becher et al. 1999) oder IFN-γ-sezernierende Th17-Zellen möglich (Paroni et 
al. 2017).  
5.2 Elution als Möglichkeit zur Autoantigensuche 
Der Ansatz, Peptide von MHC-Molekülen zu eluieren, wurde auch in anderen Studien 
genutzt, beispielsweise um im Rahmen der Induktion zentraler Toleranz präsentierte 
Peptide im Thymus zu identifizieren (Adamopoulou et al. 2013) oder von dendritischen 
Zellen der Milz präsentierte Peptide zu entschlüsseln (Bozzacco et al. 2011). Auch in 
Studien über andere Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis oder 
dem Diabetes mellitus Typ 1 wurde die Methode angewandt (Kirschmann et al. 1995, 
Peakman et al. 1999).  
Grundsätzlich ist die Elution von Peptiden von APZ reizvoll aufgrund einer direkten 
Abbildungsmöglichkeit der erfolgten Antigenpräsentation und damit unter anderem 
auch der potenziellen Identifikation von Autoantigenen in Autoimmunerkrankungen.  
In einigen Studien, die Peptide von bestimmten MHC-Molekülen eluierten, wurden 
jedoch als Ausgangsmaterial EBV-transformierte Zelllinien verwendet (Kirschmann et 
al. 1995, Peakman et al. 1999, Nakanishi et al. 2005, Vogt et al. 1994). In anderen 
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Untersuchungen, zum Teil auch mit anderer Fragestellung, erfolgte eine vorherige 
Antigenexposition der Antigen-präsentierenden Zellen (Mohme et al. 2013, Nepom et 
al. 2001, Peakman et al. 1999). 
Der besondere Vorteil der Studie von Fissolo et al. (Fissolo et al. 2009) ist die 
Verwendung von ZNS-Autopsiematerial und damit nativem Material aus dem Zielorgan 
der MS zur Elution der Peptide. Dieser Aspekt macht die gefundenen Peptide 
bezüglich einer Rolle in der MS besonders interessant. 
5.3 IFN-γ zur Charakterisierung autoreaktiver Zellen in der MS 
Wie eingangs genauer dargestellt, wird IFN-γ-sezernierenden Th1-Zellen eine 
wichtige Rolle in der MS zugeschrieben (Olsson 1992). Die mögliche pathogene 
Relevanz dieses Zytokins wird noch dadurch unterstrichen, dass die Verabreichung 
von IFN-γ an MS-Patienten bei einer Studie zu einem signifikanten Anstieg von 
Schüben führte (Panitch et al. 1987). Besonders interessant ist auch, dass neben Th1-
Zellen auch Th1-Th17-Zellen IFN-γ produzieren, die mittlerweile in der MS als 
besonders pathogen diskutiert werden (Paroni et al. 2017). Aus diesen Gründen wurde 
entschieden, PBMZ auf die Sekretion dieses Zytokins zu untersuchen. Andererseits 
existieren auch regulatorische CD8+-Zellpopulationen, die durch IFN-γ induziert 
werden (Cunnusamy et al. 2014). Für künftige Analysen und als Ergänzung der 
vorliegenden Daten wäre somit neben IFN-γ aufgrund der beschriebenen Rolle von 
Th17-Zellen und gerade auch der Th1-Th17-Zellen auch die Untersuchung von PBMZ 
auf eine IL-17-Sekretion interessant.  
5.4 Frequenzen autoreaktiver Zellen im Vergleich mit der Literatur 
Die in dieser Arbeit nachgewiesenen medianen Frequenzen autoreaktiver und gegen 
Kontrollpeptide reagierender PBMZ beliefen sich auf zwischen null und einer Zelle pro 
105 PBMZ, die maximalen beobachteten Frequenzen 19,75 Zellen pro 105 PBMZ (hier 
gegen MBP85-99) im Vergleich zu maximalen 57,75 Zellen pro 105 PBMZ in Reaktion 
auf ein Tetanus-Toxoid-Peptid.  
Die in der Literatur beschriebenen Frequenzen sind methodenabhängig.  
Nur wenige Studien untersuchten die Frequenz MBP-reaktiver PBMZ mittels IFN-γ-
ELISpot-Assays: Studien, die die Reaktion auf das ganze MBP-Molekül testeten, 
fanden 1,5 (Söderström et al. 1993), 2,7 (Olsson et al. 1990) bzw. 4,1 (Hellings et al. 
2001) MBP-reaktive Zellen pro 105 PBMZ. Bei der Testung einzelner MBP-Peptide 
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wurden zwischen 10,4 und 22,5 IFN-γ-sezernierende Zellen pro 105 PBMZ detektiert 
(Olsson et al. 1992). Andere Studien zeigten niedrigere Zahlen gegen MBP80-102 mit 
etwa zwei IFN-γ-sezernierenden Zellen pro 105 PBMZ (Wallström et al. 1998) bzw. 
weniger als einer reaktive PBMZ für die beiden Peptide MBP84-102 und MBP143-168 
zusammen (Hellings et al. 2001).  
Die mittels ELISpot detektierten Frequenzen autoreaktiver Zellen gegenüber MOG, 
einem anderen möglichen Autoantigen, bewegten sich zum Vergleich ebenfalls in 
einem Bereich von 22,1 IFN-γ-sezernierenden Zellen pro 105 PBMZ bei MS-Patienten 
und 7,6 IFN-γ-sezernierenden Zellen pro 105 PBMZ bei Kontrollpersonen (Sun et al. 
1991), für einzelne MOG-Peptide fanden sich Frequenzen zwischen etwa einer und 
vier IFN-γ-sezernierenden Zellen pro 105 PBMZ (Wallström et al. 1998). 
Andere Studien basierend auf Proliferationsbestimmung und Verdünnungsanalysen 
(limiting dilution analysis) fanden zum Teil niedrigere Frequenzen MBP-spezifischer  
T-Zellen. Die gefundenen Frequenzen bewegten sich von 0,067 pro 105 Zellen (Jingwu 
et al. 1992) über 0,11 pro 105 Zellen (Zhang et al. 1994) bis hin zu 0,61 pro 105 Zellen 
(Chou et al. 1992). In einer eingangs bereits erwähnten klinischen Studie mit einem 
veränderten Peptidliganden (altered peptide ligand) bezogen auf MBP83-99 fand sich 
eine Korrelation der T-Zell-Frequenzen mit der Krankheitsaktivität. In einem Patienten, 
der unter dem veränderten Peptidliganden einen Schub entwickelte, stieg die 
Frequenz MBP83-99-spezifischer T-Zellen pro 105 PBMZ von 0,03 vor Therapiebeginn 
auf 119,05 während des Schubs unter dem Peptidliganden an (Bielekova et al. 2000).  
Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Frequenzen IFN-γ-sezernierender 
PBMZ sind somit mit denen anderer Studien vergleichbar. Zwar fanden sich etwas 
niedrigere Zahlen MBP-spezifischer IFN-γ-positiver Zellen im ELISpot als in einem Teil 
der oben angeführten ELISpot-nutzenden Studien, die teils aber auch das ganze MBP-
Molekül getestet hatten. Die hier gefundenen Frequenzen dagegen lagen andererseits 
höher als die mit anderen Methoden bestimmten in anderen Studien. Außerdem gilt es 
zu bedenken, dass noch weitere autoreaktive PBMZ, die andere Zytokine als IFN-γ 
sezernieren, hier nicht bedacht sind. 
5.5 Höhere Frequenzen IFN-γ-sezernierender PBMZ gegenüber 
eluierten Peptiden in aktiver MS 
In der vorliegenden Arbeit wurden signifikant höhere Frequenzen IFN-γ-
sezernierender PBMZ in aktiver MS verglichen mit inaktiver MS und eine höhere Zahl 
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an eine positive Reaktion induzierenden eluierten Peptiden in aktiver MS verglichen 
mit inaktiver MS und Kontrollpersonen gefunden.  
5.5.1 Mögliche Gründe für erhöhte Reaktivität in aktiver MS 
Für dieses Ergebnis bieten sich mehrere Erklärungen: Die höhere Reaktivität in 
Patienten mit aktiver MS könnte das Ergebnis einer generellen Hyperreaktivität des 
Immunsystems sein. Die geringere Reaktivität in inaktiver MS könnte mit einem 
erhöhten Anteil immunmodulatorischer Therapien in dieser Gruppe 
zusammenhängen. Andererseits können die Daten auch einen Hinweis auf eine 
mögliche Rolle der getesteten Peptide als Autoantigene bieten. 
Gegen eine generelle Hyperreaktivität des Immunsystems in Patienten mit aktiver MS 
spricht, dass sich in Reaktion auf Tetanus Toxoid und auf Stimulation mit PHA keine 
unterschiedlichen Reaktionen ergaben. Auch in Reaktion auf das von Tetanus Toxoid 
abgeleitete getestete Peptid zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der IFN-γ-
produzierenden PBMZ insbesondere zwischen aktiver und inaktiver Erkrankung  
(p = 0.28). Bei Betrachtung der Zahl der positiven Peptide fiel allerdings auf, dass die 
von JC-Virus und Chlamydia pneumoniae abgeleiteten Peptide in etwas mehr 
Patienten mit aktiver MS eine positive Reaktion hervorriefen. Da viele Personen JC-
Virusträger ohne Zeichen einer aktiven ZNS-Infektion sind, erscheint die Intensivierung 
einer Immunantwort im Rahmen einer aktiven ZNS-Entzündung denkbar. Erhöhte 
CD8+-Zellantworten wurden in MS-Patienten gefunden (Du Pasquier et al. 2006). 
Bezüglich der Rolle von Chlamydia pneumoniae ist die Datenlage widersprüchlich 
(Bagos et al. 2003, Buljevac et al. 2003, Sriram et al. 2005). Eine Metaanalyse konnte 
erhöhte Level von Chlamydia pneumoniae-DNA im Liquor von MS-Patienten zeigen, 
ein ätiologischer Zusammenhang bleibt jedoch fraglich (Bagos et al. 2003). 
Ein anderer Aspekt bei der Betrachtung erhöhter IFN-γ-positiver Zellen in aktiver MS 
ist, dass in der für diese Untersuchung vorliegenden Patientengruppe ein höherer 
Anteil der Patienten mit inaktiver MS mit immunmodulatorischen Substanzen 
behandelt war als in der Patientengruppe mit aktiver MS, was auch dem Umstand 
mitgeschuldet ist, dass in der Gruppe der Patienten mit aktiver MS einige Patienten 
mit der Erstmanifestation der Erkrankung untersucht wurden. In einer Studie ergaben 
sich in der durchflusszytometrischen Analyse Hinweise auf geringere Zahlen IFN-γ-
positiver Zellen bei mit Interferon-β-behandelten MS-Patienten, wobei aber auch 
schon eine allgemein geringere Zahl IFN-γ-positiver Zellen bei MS-Patienten im 
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Vergleich zu Kontrollpersonen aufgefallen war (Becher et al. 1999). In einer anderen 
Studie zeigte sich eine geringere IFN-γ-Produktion in Concanavalin A-stimulierten 
PBMZ unter IFN-β-Therapie (Noronha et al. 1993). Beide Effekte zeigten sich in der 
vorliegenden Arbeit nicht. Stattdessen war die Zahl der ohne Antigenstimulation  
IFN-γ-sezernierenden PBMZ bei Patienten mit inaktiver MS sogar höher als in der 
Gruppe der Patienten mit aktiver Erkrankung. Die Ergebnisse nach PHA-Stimulation 
zeigten keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit decken sich somit mit einer anderen Studie, in der kein Abfall  
IFN-γ-produzierender Th1-Zellen unter IFN-β auffiel (Durelli et al. 2009). 
5.5.2 Peptide als primäre Autoantigene oder Rolle in Epitope Spreading? 
Somit gibt die vorliegende Arbeit einen Hinweis darauf, dass die getesteten eluierten 
natürlich im ZNS von MS-Patienten präsentierten Peptide eine Rolle als mögliche 
Autoantigene in der MS spielen könnten. Unter der Annahme stellt sich die Frage, ob 
die Peptide als primäre Autoantigene fungieren könnten, oder ob sich die 
Immunantwort erst im Verlauf des Epitope Spreading auf diese Peptide ausweitet. 
Dabei ist zu bedenken, dass die Autopsiespender entweder von vornherein an der 
Verlaufsform PP-MS, bei der verstärkt eine neurodegenerative Komponente diskutiert 
wird (Matthews 2004, Miller 2007), oder SP-MS litten, in die eine schubförmige 
Verlaufsform nach meist erst vielen Jahren übergeht. Somit wäre auch eine 
Ausweitung der Autoimmunantwort gegen diese natürlich präsentierten Peptide im 
Laufe des Epitope Spreading denkbar. Dafür sprechen auch die hier beobachteten 
besonders hohen Reaktivitäten bei SP-MS-Patienten.  
Einige der Antigene, von denen die getesteten eluierten Peptide abgeleitet sind, 
wurden bisher eher als Biomarker und weniger als Autoantigene diskutiert. Diese 
Antigene, die bei neuronalem Zellschaden frei werden und als Biomarker gehandelt 
werden, könnten aber auch durchaus durch autoimmune Prozesse im Verlauf der 
Erkrankung angegriffen werden. Auch eine mögliche Rolle der eluierten Peptide im 
Rahmen des Epitope Spreading schmälert somit die mögliche Bedeutung der Peptide 
nicht, da für das Verständnis der Pathogenese der Erkrankung sowie eine auf sehr 
lange Sicht mögliche Therapieentwicklung auch hinzukommende Autoantigene 
bedacht werden müssen. Auch Patienten mit klinisch isoliertem Syndrom zeigten in 
der vorliegenden Antwort bereits positive Reaktionen auf mehrere der eluierten 
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Peptide. Der Prozess des Epitope Spreading wurde auch schon in pädiatrischen MS-
Patienten beobachtet (Quintana et al. 2014). 
5.5.3 Einfluss von HLA-DRB1*1501 
Wie oben beschrieben wurde, stellt ein Trägerstatus von HLA-DRB1*1501 das größte 
genetisch übertragbare Risiko für die MS dar und kommt in etwa einem Drittel der MS-
Patienten vor (Zhang et al. 2011). Um dem Rechnung zu tragen, waren für die in der 
vorliegenden Arbeit getesteten 15 eluierten Peptiden elf ausgewählt worden, die von 
HLA-DRB1*1501 eluiert worden waren. Interessanterweise zeigten sich in Reaktion 
auf die getesteten Peptide keine unterschiedlichen Frequenzen IFN-γ-sezernierender 
Zellen in HLA-DRB1*1501-positiven und -negativen Patienten. Von HLA-DRB1*1501 
eluierte Peptide riefen in HLA-DRB1*1501-negativen Personen positive Reaktionen 
hervor, aber auch nicht von HLA-DRB1*1501-eluierte Peptide zeigten auch in HLA-
DRB1*1501-positiven Personen positive Reaktionen. 
Die fehlenden Unterschiede der von HLA-DRB1*1501 eluierten Peptide in Allelträgern 
und -nichtträgern lassen sich dadurch erklären, dass wie oben beschrieben die Peptide 
zum Teil neben HLA-DRB1*1501 auch noch von anderen HLA-Molekülen eluiert 
wurden und somit wahrscheinlich von verschiedenen HLA-Molekülen präsentiert 
werden können. Für verschiedene MBP-Peptide (beispielsweise MBP13-32,  
MBP84-103/MBP80-104, MBP144-163/MBP139-153) wurde auch in anderen Studien bereits 
gezeigt, dass sie auf unterschiedlichen HLA-Molekülen präsentiert werden können 
(Meinl et al. 1993, Valli et al. 1993). Für das auch hier getestete Peptid MBP139-153, das 
von Fissolo et al. (Fissolo et al. 2009) von HLA-DRB1*1501 eluiert worden war, war 
beispielsweise in einer anderen Studie auch eine HLA-Restriktion durch HLA-
DRB1*0501 und HLA-DRB1*0101 gezeigt worden (Meinl et al. 1993), für MBP16-38 
wurde eine HLA-Restriktion durch HLA-DRB5*0101 und HLA-DRB1*1501 
beschrieben (Salvetti et al. 1993). Eine vollständige HLA-Typisierung der 
Studienteilnehmer war im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht möglich, weshalb 
keine definitive Aussage darüber getroffen werden kann, ob manche Peptide 
zusätzlich von HLA-Molekülen präsentiert werden konnten, von denen sie nicht eluiert 
worden waren. Die Daten deuten aber auf eine so genannte „degenerative“ 
Bindungsfähigkeit einiger Peptide hin. 
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5.5.4 Unterschiede zwischen von MHC-I und MHC-II eluierten Peptiden 
Generell ist anzunehmen, dass die zu den PBMZ gegebenen Peptide ohne 
intrazelluläre Prozessierung an freie MHC-Moleküle auf den Zelloberflächen binden 
können. Die Existenz solcher freier MHC-Moleküle, an die kein Peptid gebunden ist, 
wurde nachgewiesen und wird durch die Bindung des Peptids stabilisiert 
(Santambrogio et al. 1999, Schumacher et al. 1990)  
Drei der getesteten Peptide waren von MHC-I-Molekülen eluiert worden. Auch nach 
Stimulation mit diesen Peptiden zeigten sich spezifische IFN-γ-produzierende Zellen.  
Diese könnten autoreaktive IFN-γ-sezernierende CD8+-Zellen darstellen, wie sie in 
anderen Studien nachgewiesen wurden (Crawford et al. 2004, Zang et al. 2004). 
Sie könnten aber möglicherweise auch Th1-Zellen entsprechen, die mit MHC-II-
Molekülen interagieren: Die drei von MHC-I eluierten Peptide wiesen eine Länge von 
zehn (GFAP375-384 und S100-β), und 13 Aminosäuren (NF-L) auf. Besonders bei dem 
von NF-L abgeleiteten Peptid mit 13 Aminosäuren ist denkbar, dass eine Bindung an 
MHC-II-Moleküle und damit Interaktion mit CD4+-Zellen stattfinden könnte. Zwar 
binden an MHC-II-Moleküle vorwiegend Peptide mit einer Länge zwischen 15 und 18 
Aminosäuren, es konnte allerdings auch gezeigt werden, dass kürzere Peptide von 
MHC-II präsentiert werden können (Chicz et al. 1993). Allerdings ist für eine 
erfolgreiche Bindung eines Peptids an ein MHC-Molekül nicht nur die Länge wichtig, 
sondern auch das Vorhandensein verschiedener Motive im Peptid, die zu den 
spezifischen Taschen des jeweiligen MHC-Moleküls passen (Rammensee 1995). 
Einige der hier getesteten mit MHC-II assoziierten Peptide wiesen auch nur eine Länge 
von neun Aminosäuren (Survivin), elf Aminosäuren (Glutamat-Dehydrogenase, Alpha-
Synuclein, MBP84-94, NF-3), zwölf (GFAP389-400) oder 13 Aminosäuren (Glutamin-
Synthetase) auf. Außerdem könnte auch eine endozytotische Aufnahme von 
extrazellulären Peptiden vermutet werden und dann eine Präsentation auf MHC-II-
Molekülen erfolgen. Unter Umständen wäre umgekehrt sogar eine Kreuzpräsentation 
auf MHC-I-Molekülen nach Endozytose eines Peptids denkbar.  
Trotz der Beobachtung spezifischer Zellantworten auf die von MHC-I eluierten Peptide 
zeigten sich für die Summen der IFN-γ-sezernierenden PBMZ im Gegensatz zu den 
von MHC-II eluierten Peptiden keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten 
mit aktiver und inaktiver MS-Erkrankung. Signifikante Unterschiede ergaben sich 
allerdings beim Vergleich der Zahl als positiv gewerteter Peptide zwischen aktiver und 
inaktiver MS. Dabei ist aber zu bedenken, dass hier nur die Reaktivitäten gegen drei 
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Peptide addiert wurden, während in die Statistik für die von MHC-II eluierten Peptide 
elf Peptide eingingen. Möglicherweise wären vergleichbare feine Unterschiede in der 
Zahl spezifisch IFN-γ-sezernierender PBMZ zwischen aktiver und inaktiver 
Erkrankung bei einem größeren von MHC-I abgeleiteten Peptidpool detektierbar 
gewesen.  
In der vorliegenden Arbeit konnten keine genaueren Analysen bezüglich der CD4+- 
und CD8+-Zellantwort durchgeführt werden. Für eine erweiterte Betrachtung der 
Thematik wäre zusätzlich die Durchführung von ELISpot-Versuchen mit 
vorangehender Zellseparation der PBMZ beispielsweise mittels magnetischer 
Auftrennung und Applikation von CD4+-Zellen und APZ interessant, um die betrachtete 
IFN-γ-Sekretion sicher CD4+-Zellen zuordnen zu können. Auch eine weitere Analyse 
spezifischer Reaktionen auf von MHC-I eluierten natürlich im ZNS von MS-Patienten 
präsentierten Peptiden wäre besonders reizvoll, da nur spezialisierte Immunzellen 
MHC-II exprimieren und MHC-I-Moleküle auch von den Zielzellen der 
Autoimmunantwort in der MS wie Oligodendrozyten exprimiert werden. Zur genaueren 
Evaluierung einer zytotoxischen CD8+-Zellantwort wäre beispielsweise eine Messung 
der Granzym-Spiegel aussagekräftig  
5.6 Die getesteten Peptide als mögliche Autoantigene im Einzelnen  
5.6.1 MBP 
MBP wird, wie oben beschrieben, schon lange als mögliches Autoantigen in der MS 
diskutiert. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene MBP-Peptide getestet. Zur 
besseren Übersicht zeigt Abbildung 8 die Positionen der getesteten eluierten Peptide 
und Vergleichspeptide innerhalb des Proteins.   
 
Abbildung 8: Übersicht über die getesteten MBP-Peptide 
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Hier zeigten sich die größten Unterschiede an als positiv gewerteten Peptiden 
zwischen aktiver MS einerseits und inaktiver MS und Kontrollpersonen andererseits 
für die Peptide MBP10-27 und MBP139-153. Bei den medianen Frequenzen IFN-γ-
sezernierender PBMZ erwies sich auch MBP95-110 als weiteres unterscheidendes 
Peptid. Die Unterschiede für die Peptide MBP84-94 und MBP84-112, und die 
Kontrollpeptide MBP85-99 und MBP89-101 waren weniger ausgeprägt. Diese Ergebnisse 
sind im Einklang mit einer Studie, in der durch Anwendung niedrig dosierter MBP-
Peptide in der Konzentration von 1 µM das Vorhandensein hoch avider T-Zellen 
untersucht wurde (Bielekova et al. 2004). Umgerechnet entspricht die Konzentration 
von 1 µM für die von Bielekova et al. getesteten MBP-Peptide einer Konzentration 
zwischen 2.0 µg/ml und 2.7 µg/ml, die sich damit in einem ähnlichen Bereich wie die 
in der hier vorliegenden Untersuchung angewandte Peptidkonzentration von 3 µg/ml 
bewegt. Interessanterweise zeigten sich die deutlichsten Unterschiede der 
Immunreaktivitäten in der Studie von Bielekova et al. für die Peptide MBP13-32,  
MBP111-129 und MBP146-170. Das Epitop MBP83-99 hingegen zeigte sich in dieser Studie 
(Bielekova et al. 2004) im Gegensatz zu anderen Studien (Martin et al. 1991, Valli et 
al. 1992, Meinl et al. 1993, Salvetti et al. 1993) nicht immundominant. Dennoch ist 
diese Epitop-Region von MBP auch in anderen Studien bedeutsam. Das auch hier als 
Kontrollpeptid getestete MBP85-99 ließ sich in MS-Läsionen im ZNS nachweisen 
(Krogsgaard et al. 2000). Auch vermehrte Antworten von IFN-γ-sezernierenden CD8+-
Zellen auf das MBP-Peptid MBP87-95 wurden in MS-Patienten beschrieben (Zang et al. 
2004). Reaktionen gegen MBP131-149 zeigten sich in Patienten mit länger dauernder 
Erkrankung häufiger als in solchen mit erst seit kurzem bestehender Erkrankung 
(Davies et al. 2005). Zusammenfassend stellt MBP ein wichtiges mögliches 
Autoantigen in der Erkrankung dar, bei dem neben dem schon lange diskutierten 
Epitop MBP83-99 auch andere Epitope eine Rolle spielen, wie auch die hier diskutierten 
Ergebnisse bestätigen. 
5.6.2 Survivin 
Das Peptid, bei dem sich die als positiv gewertete IFN-γ-Sekretion zwischen Patienten 
mit aktiver und inaktiver MS am meisten unterschied, war von Survivin abgeleitet. In 
jedem zweiten Patienten mit aktiver MS zeigten sich positive Reaktionen gegen das 
getestete Survivin-Peptid, demgegenüber fielen die Reaktionen in Kontrollen und 
Patienten mit inaktiver MS nur halb bzw. ein Viertel so hoch aus. 
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Bisher ist für Survivin nur eine erhöhte Expression in aktivierten Lymphozyten von MS-
Patienten gezeigt, aber keine Rolle als mögliches Autoantigen diskutiert worden. 
Autoimmunantworten gegen Survivin wurden bisher bei Tumorpatienten (Rohayem et 
al. 2000), aber nicht in Autoimmunerkrankungen beschrieben. Ein autoimmuner Angriff 
auf Survivin könnte die Apoptose von Survivin-exprimierenden Zellen begünstigen. 
Survivin wird während der Embryonalentwicklung unter anderem auch von Neuronen 
exprimiert und spielt eine große Rolle in der Gehirnentwicklung durch die Verhinderung 
neuronaler Apoptose (Jiang et al. 2005). Die Expression in terminal differenzierten 
Geweben ist jedoch normalerweise niedrig (Fukuda und Pelus 2006). Eine 
Hochregulation der Survivin-Expression im Gehirn wurde aber beispielsweise in 
vaskulären Endothelzellen von Infarktgewebe beobachtet (Conway et al. 2003). Ob 
eine Survivin-spezifische Autoimmunreaktion somit eine neuronale Apoptose in der 
MS begünstigen könnte, ist momentan schwierig zu beantworten. 
5.6.3 Saures Gliafaserprotein (GFAP), Neurofilament, und S100 
Den Proteinen GFAP, Neurofilament, und S100 ist gemeinsam, dass alle drei als 
mögliche Biomarker in der MS diskutiert werden. Als Autoantigene wurden sie bisher 
nur teilweise in Betracht gezogen. GFAP- und S100-β-reaktive Zellen rufen im 
Tiermodell eine MS-ähnliche Erkrankung hervor (Kojima et al. 1994, Sasaki et al. 
2014). Für Neurofilament und S100-β gibt es auch Daten für die MS-Erkrankung des 
Menschen in Form von Autoantikörpern gegen NF (Bartos et al. 2007) und dem 
Nachweis S100-β-spezifischer T-Zellen in MS-Patienten und Kontrollen, die auch  
IFN-γ sezernieren können (Schmidt et al. 1997). 
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei von GFAP abgeleitete Peptide getestet, das 
von MHC-I eluierte GFAP375-384 und das von MHC-II eluierte GFAP389-400, weiterhin 
zwei von Neurofilament abgeleitete Peptide, davon eines von der leichten Kette und 
von MHC-I eluiert, das andere von der mittelschweren Kette und von MHC-II eluiert, 
sowie ein von MHC-I eluiertes Peptid von S100. Für diese Peptide fiel der Anteil 
positiver Reaktionen auf die jeweiligen Peptide in der Gruppe der Patienten mit aktiver 
MS um bis zu 30% höher aus als in der Gruppe der Patienten mit inaktiver MS, wobei 
die Unterschiede dennoch teils geringer waren als für andere Peptide. Bei den 
medianen Frequenzen IFN-γ-sezernierender PBMZ lagen teils sogar die Werte sogar 
der Kontrollpersonen höher als die der MS-Patienten. In dieser Gruppe von Peptiden 
befanden sich auch alle drei hier getesteten von MHC-I eluierten Peptide. Bei der 
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Betrachtung der einzelnen Peptide zeigten sich jedoch keine unterschiedlich hohen 
Antworten zwischen von MHC-I und MHC-II eluierten Peptiden. 
Besonders für diese Antigene, die als Biomarker diskutiert werden, ist es denkbar, 
dass diese bei neuronaler Zellschädigung freigelegt werden und in der Folge eine 
Autoimmunantwort gegen diese so genannten Neo-Antigene ausgelöst wird, die die 
Schädigung noch weiter verstärkt. 
5.6.4 Aktin 
Das von Aktin abgeleitete in dieser Arbeit getestete Peptid stellte sich besonders 
interessant dar, da es in der getesteten Sequenz in fünf der acht Autopsiespendern 
der Fissolo et al. (Fissolo et al. 2009) zur Verfügung stehenden Gewebeproben vorkam 
und zusätzlich in weiteren zwei von acht Autopsieproben in ähnlicher Sequenz. Eine 
mögliche Rolle von Aktin ist in der MS allerdings bisher weitgehend unbekannt. In einer 
Studie wurden erhöhte Aktinspiegel im Liquor korrelierend mit dem Grad der 
Behinderung gefunden (Semra et al. 2002). Hier zeigten sich sowohl bei der Zahl der 
positiven Reaktionen als auch bei der Frequenzen IFN-γ-sezernierender PBMZ höhere 
Werte in Patienten mit aktiver MS als inaktiver MS und Kontrollpersonen. Auch für 
Aktin ist eine Exposition als Neoantigen im Rahmen von Zellschädigung und 
nachfolgende Autoimmunantwort denkbar.  
5.6.5 Alpha-Synuclein 
Sowohl bei den Frequenzen IFN-γ-produzierender Zellen und den als positiv zu 
wertenden Reaktionen zeigten sich nach Stimulation mit dem von alpha-Synuclein 
abgeleiteten Peptid mäßig höhere Zahlen in Patienten mit aktiver MS gegenüber 
Kontrollpersonen und Patienten mit inaktiver MS. Eine Rolle als Autoantigen in der MS 
wäre vergleichbar mit den kürzlichen Beobachtungen im Tiermodell vorstellbar, das 
Fehlen von alpha-Synuclein eine erhöhte Th1-Zellantwort und einen früheren 
Symptombeginn begünstigte (Ettle et al. 2016). Die aktuellen Daten im Menschen sind 
jedoch noch zu kontrovers, um eine solche Aussage treffen zu können.  
5.6.6 Glutamin-Synthetase und Glutamat-Dehydrogenase 
Glutamat wird, wie eingangs erwähnt, eine exzitotoxische Rolle in der MS 
zugeschrieben. Die beiden Enzyme Glutamin-Synthetase und Glutamat-
Dehydrogenase, von denen jeweils ein abgeleitetes Peptid getestet wurde, sind beide 
am Abbau von Glutamat beteiligt. Ihre Aktivität zeigte sich in aktiven MS-Läsionen 
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vermindert (Werner et al. 2001). Solche eine Verminderung der Enzymaktivität ist auch 
bei einer autoimmunen Reaktion gegen die beiden Enzyme vorstellbar, einhergehend 
mit nachfolgendem Glutamat-Anstieg. Gegen beide getestete Peptide ergaben sich 
auch vergleichsweise große Unterschiede in den Frequenzen IFN-γ produzierender 
PBMZ und in der Zahl der positiven Reaktionen gegenüber den Peptiden in Patienten 
mit aktiver MS gegenüber inaktiver MS sowie Kontrollpersonen. Die Enzyme stellen 
also ein möglicherweise interessantes Ziel einer Autoimmunantwort in der MS dar. 
5.7 Antigen-spezifische Therapieformen und Ausblick 
Auf lange Sicht ließe sich die Identifizierung von Zielantigenen der Erkrankung zur 
Entwicklung Antigen-spezifischer Therapieformen nutzen. Bisher wurden bereits 
verschiedene Verfahren in Bezug auf potenzielle Autoantigene getestet.  
5.7.1 DNA-Vakzinierungen 
Eine bereits versuchte Methode stellt die DNA-Vakzinierung dar, die beispielsweise 
mit einer für MBP kodierenden Vakzine durchgeführt wurde (Bar-Or et al. 2007, Garren 
et al. 2008). Der erhoffte Wirkmechanismus ist eine MBP-Produktion durch APZ und 
nachfolgende Toleranzinduktion in T-Zellen. Zwar konnte in der MBP-Vakzinierung 
keine Veränderung der Schubaktivität erreicht werden, jedoch verbesserten sich MRT-
Parameter und verringerten sich intrathekale gegen Myelin gerichtete Autoantikörper 
(Garren et al. 2008), bzw. reduzierte T-Zell-Proliferation in Reaktion auf MBP.  
5.7.2 T-Zell-Vakzinierungen 
Weiterhin wurden bereits in mehreren Studien Vakzinierungen mit attenuierten T-
Zellen durchgeführt. Diese T-Zellen waren dabei spezifisch für verschiedene Myelin-
Peptide, beispielsweise von MBP, PLP und MOG abgeleitet, bei denen eine mögliche 
Rolle in der MS vorher gezeigt worden war (Karussis et al. 2012, Loftus et al. 2009). 
Die Vakzinierungen reduzierten erfolgreich die Zahl der Myelin-reaktiven T-Zellen im 
Blut (Loftus et al. 2009, Medaer et al. 1995, Zhang et al. 2002) und führte sogar zu 
einer leichten Reduktion von auftretenden Schüben (Loftus et al. 2009, Medaer et al. 
1995, Zhang et al. 2002). Allerdings zeigte sich dieser Effekt teils nicht anhaltend, nach 
etwa einem Jahr kam es zu einem Wiederanstieg Myelin-reaktiver Zellen (Loftus et al. 
2009, Medaer et al. 1995, Zhang et al. 2002). Bisher wurden mit T-Zell-Vakzinen auch 
zwei doppelblinde randomisierte Studien durchgeführt: Eine bereits vorher getestete 
Vakzine (Loftus et al. 2009) erzielte positive Effekte, aber keine signifikante klinische 
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Verbesserung (Fox et al. 2012). Eine andere Studie in Patienten mit schubförmig-
progredienter Verlaufsform konnte sogar eine signifikante klinische Verbesserung 
unter der Therapie mit T-Zell-Vakzinierung gegen verschiedene Myelin-Peptide zeigen 
(Karussis et al. 2012).  
5.7.3 T-Zell-Rezeptor-Peptide 
Weiterhin wurden bereits mehrere Studien mit so genannten T-Zell-Rezeptor-Peptiden 
durchgeführt, bei denen das Ziel die Förderung einer Autoimmunantwort gegen 
mögliche krankheitsassoziierte T-Zell-Rezeptoren und damit in der Folge eine 
mögliche Elimination potenzieller autoreaktiver T-Zellen darstellt. Dabei konnten 
Immunantworten gegen die jeweiligen T-Zell-Rezeptor-Peptide induziert werden 
(Bourdette et al. 2005, Vandenbaark et al. 1996, Vandenbaark et al. 2008) und teils 
sogar eine Abnahme Neuroantigen-spezifischer T-Zellen, eine Zunahme des für 
regulatorische T-Zellen essentiellen Foxp3 oder ein Stillstand der 
Krankheitsprogression erreicht werden (Vandenbaark et al. 1996, Vandenbaark et al. 
2008). 
5.7.4 Veränderte Peptidliganden 
Mit einem die mittlere Region des Proteins spannenden MBP-Peptid, das in 
verschiedenen Studien als immundominant und mögliches Autoantigen identifiziert 
worden war, wurden sogar veränderte Peptidliganden in klinischen Studien getestet. 
In einer Studie konnte die Immunantwort zu einer Th2-dominierten Antwort hin 
verschoben werden, musste aber wegen systemischer Hypersensitivitätsreaktionen 
abgebrochen werden (Kappos et al. 2000). Eine andere Studie dagegen musste 
beendet werden, da unter dem veränderten Peptidliganden Erkrankungs-
verschlechterungen auftraten. Bei einem Patienten, der dabei einen 
Erkrankungsschub erlitt, stieg die Frequenz MBP83-99-spezifischer T-Zellen während 
des Schubes enorm an (Bielekova et al. 2000). 
5.7.5 Anwendungsmöglichkeiten der getesteten eluierten Peptide 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in der aktiven MS-Erkrankung eine 
erhöhte Reaktivität gegen verschiedene natürlich eluierte Peptide vorliegt. Dies 
bedeutet auch, dass die Autoimmunantwort von MS-Patienten sehr heterogen sein 
kann. In anderen Studien wurden sogar auch fluktuierende Autoimmunantworten auf 
verschiedene Antigene beobachtet (Saez-Torres et al. 2002). Diese Aspekte 
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verdeutlichen, dass für die Entwicklung spezifischer kausaler Immuntherapeutika für 
die Erkrankung mehr potenzielle Autoantigene berücksichtigt werden müssen und 
womöglich ein auf jeden Patienten zugeschnittenes individuelles Konzept benötigt 
wird. Grundsätzlich wären die oben beschriebenen Ansätze Antigen-spezifischer 
Therapien auch auf möglicherweise als Autoantigene fungierende Peptide anwendbar. 
Natürlich im ZNS von MS-Patienten präsentierte Peptide, wie sie hier untersucht 
wurden, stellen sicher eine interessante Zielstruktur für eine weitere Erforschung und 





In Autoimmunerkrankungen wie der multiplen Sklerose wurden der Identifizierung 
möglicher Autoantigene große Forschungsanstrengungen gewidmet, um eine 
Grundlage zur Entwicklung kausaler Therapieoptionen zu schaffen. Jedoch sind die 
Zielstrukturen des Autoimmunprozesses weiterhin nicht vollkommen klar.  
In der vorliegenden Arbeit wurden Autoimmunantworten gegen Peptide untersucht, die 
im ZNS von MS-Patienten natürlich präsentiert werden. Von den 15 getesteten 
Peptiden waren elf von MHC-II-Molekülen, eines in zwei Teilen von MHC-II-Molekülen 
und drei von MHC-I-Molekülen in Autopsieproben von MS-Patienten eluiert und durch 
Massenspektrometrie identifiziert worden. Mittels ELISpot-Versuchen wurde die Zahl 
spezifischer IFN-γ-sezernierender mononukleärer Zellen des peripheren Bluts 
gegenüber den Peptiden bestimmt. Interessanterweise zeigte sich eine vermehrte 
Immunreaktion gegen die getesteten Peptide korrelierend mit der 
Erkrankungsaktivität. In Patienten mit aktiver MS-Erkrankung zeigten sich signifikante 
Erhöhungen Peptid-spezifischer IFN-γ-sezernierender Zellen gegenüber inaktiver MS-
Erkrankung und bei der Einordnung der IFN-γ-Reaktivitäten in positive und negative 
Reaktionen signifikant mehr positive Reaktionen auf die getesteten Peptide gegenüber 
Patienten mit inaktiver MS und Kontrollpersonen. Diese Unterschiede ließen sich nicht 
durch eine generelle Hyperreaktivität des Immunsystems erklären. Die Peptide, die 
den größten Unterschied an IFN-γ-Sekretion zwischen aktiver und inaktiver 
Erkrankung auslösten, waren von Survivin und Myelin-Basischem Protein abgeleitet. 
Myelin-Basisches Protein wird im Gegensatz zu Survivin schon lange als Autoantigen 
in der MS diskutiert, Autoimmunreaktionen gegen Survivin wurden bisher in der MS 
nicht beschrieben. In den Autoimmunreaktionen zeigte sich kein Zusammenhang mit 
dem DRB1*1501-Trägerstatus. Von diesem HLA-Molekül, das den bedeutendsten 
genetischen Risikofaktor für die Erkrankung darstellt, waren die meisten der getesteten 
Peptide eluiert worden. Zusammenfassend gibt die Arbeit Hinweise darauf, dass die 
beschriebenen natürlich eluierten Peptide als Autoantigene in der Erkrankung 
fungieren könnten, sei es als primäre Autoantigene oder erst im Rahmen von 
Immunprozessen wie Epitope Spreading. Diese Ergebnisse zeigen auch, dass die 
Immunantwort bei der MS sehr heterogen sein kann, was für eine künftig 
möglicherweise stattfindende Entwicklung individualisierter Therapieoptionen bedacht 





























MS27 23 w RR-MS 8 M. inaktiv negativ positiv Avonex Harnwegsinfekt 
MS28 43 w RR-MS 6 M. inaktiv positiv 
(X0) 
positiv Glatirameracetat Meningeom, 
Z.n.Gangliogliom 
MS29 46 w RR-MS 7.5 J. inaktiv negativ positiv Extavia keine bekannt 
MS1 38 w RR-MS 7.5 J. inaktiv positiv 
(XX) 
positiv keine Kavernom 
MS30 56 m SP-MS 14.5 J. inaktiv negativ positiv intermittierend 
Glukokortikoide 
keine bekannt 
MS31 54 m PP-MS 7 J. inaktiv negativ positiv keine keine bekannt 
MS32 46 w RR-MS 2 J. inaktiv positiv 
(X0) 
positiv keine keine bekannt 
MS33 30 w RR-MS 5 J. inaktiv negativ positiv Avonex M. Crohn 
MS34 56 w RR-MS 20 J. inaktiv positiv 
(XX) 



























MS35 46 m RR-MS 6 J. inaktiv negativ positiv Natalizumab keine bekannt 
MS36 38 m RR-MS 8.5 J. inaktiv positiv 
(X0) 
positiv Natalizumab Depression 
MS37 28 m CIS 6 M. inaktiv negativ positiv Avonex keine bekannt 
MS5 42 w RR-MS 
(1° Man.) 
5 M. inaktiv negativ positiv Avonex unklare 
Arrhythmien 
MS38 33 w RR-MS 4.5 J. inaktiv negativ positiv Natalizumab keine bekannt  
MS39 54 m RR-MS 9 M. inaktiv negativ positiv keine Migräne 
MS6 36 m RR-MS 8 M.  inaktiv negativ positiv Rebif Arterielle 
Hypertonie 
MS40 42 w CIS 10 M. inaktiv negativ positiv keine keine bekannt 
MS7 36 w CIS 3 M. inaktiv negativ negativ keine Hypothyreose 






MS42 35 w RR-MS 7 J. inaktiv negativ positiv Glatirameracetat keine bekannt 
MS43 55 w RR-MS 22 J. inaktiv negativ positiv Glatirameracetat keine bekannt 



























MS45 33 w RR-MS 1.5 J. inaktiv positiv 
(X0) 
positiv Glatirameracetat keine bekannt 
MS46 62 m PP-MS 10 J. inaktiv negativ positiv keine Hypothyreose 
MS47 40 m PP-MS 4 J. inaktiv negativ positiv keine keine bekannt 
MS48 68 m PP-MS 8 J. inaktiv negativ positiv keine keine bekannt 
MS49 24 w RR-MS 2.5 J inaktiv positiv 
(X0) 
positiv Fingolimod keine bekannt 
MS50 46 m RR-MS 15 J inaktiv positiv 
(X0) 
positiv Avonex Kongenitaler 
Hydrocephalus 




keine keine bekannt 
MS1 38 w RR-MS 8 J. aktiv positiv 
(XX) 
positiv keine Kavernom 
MS2 40 w SP-MS 10 J. aktiv positiv 
(X0) 
positiv keine Arterielle 
Hypertonie 
MS3 44 m RR-MS 20 J. aktiv negativ positiv keine keine bekannt 
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MS4 31 w RR-MS 
(1° Man.) 
---------- aktiv negativ positiv keine Depression 
MS5 42 w RR-MS 
(1° Man.) 
---------- aktiv negativ positiv keine Unklare 
Arrhythmien 
MS6 36 m RR-MS 6 M.  aktiv negativ positiv Rebif Arterielle 
Hypertonie 
MS7 36 w CIS ---------- aktiv negativ negativ keine Hypothyreose 
MS8 51 w CIS ---------- aktiv positiv 
(X0) 
negativ keine keine bekannt 
MS9 45 m CIS ---------- aktiv negativ positiv keine Vorhofflimmern 
MS10 19 w CIS ---------- aktiv negativ negativ keine keine bekannt 




Extavia keine bekannt 
MS12 32 w CIS ---------- aktiv negativ positiv keine Hashimoto-
Thyreoiditis 
MS13 32 m RR-MS 1.5 J aktiv negativ positiv Avonex keine bekannt 



























MS15 24 w CIS ---------- aktiv negativ negativ keine Sichelzell-
anämie, Z.n. 
Splenektomie 
MS16 44 m SP-MS 7 J. aktiv negativ unbe-
kannt 
keine keine bekannt 
MS17 23 w RR-MS 5 J. aktiv negativ negativ keine keine bekannt 
MS18 57 w SP-MS 17 J. aktiv positiv 
(X0) 
positiv keine keine bekannt 
MS19 24 w RR-MS 
(1° Man.) 
---------- aktiv positiv 
(XX) 
positiv keine keine bekannt 
MS20 36 w RR-MS 
(1° Man.) 

































MS22 66 w SP-MS 43 J. aktiv positiv 
(X0) 





MS23 26 w RR-MS 11 J. aktiv positiv 
(X0) 
positiv keine keine bekannt 
MS24 33 w RR-MS 
(1° Man.) 
---------- aktiv positiv 
(X0) 
positiv keine keine bekannt 
MS25 50 m RR-MS 
(1° Man.) 
---------- aktiv positiv 
(X0) 
positiv keine keine bekannt 
MS26 55 w RR-MS  4 J. aktiv positiv 
(XX) 
positiv keine WPW-Syndrom 
  
Erläuterungen zu Tabelle 5 
XX: homozygot für DRB1*1501. X0: heterozygot für DRB1*1501. 
1° Man.: Erstmanifestation der Erkrankung 
Die Patienten MS1, MS5, MS6 und MS7 wurden zwei Mal, jeweils bei aktiver und inaktiver Erkrankung, getestet. 
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Tabelle 6: Charakteristika der Kontrollpersonen 













HC1 49 m gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC2 23 w gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC3 18 w gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC4 23 m gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC5 34 w gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC6 31 w gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC7 28 m gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC8 49 w gesund positiv 
(X0) 
unbekannt keine keine bekannt 
HC9 35 w gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC10 25 w gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC11 32 m gesund negativ unbekannt keine keine bekannt 
HC12 48 w gesund positiv 
(X0) 
unbekannt keine keine bekannt 
HC13 28 m gesund positiv 
(X0) 
















OND1 34 w Kavernom negativ negativ keine keine bekannt 










OND3 53 m Limbische 
Enzephalitis 
negativ negativ IVIG bis zwei 
Wochen zuvor 
Hypothyreose 
OND4 25 w Parästhesien, 
Hyperventilations-
tetanie 
negativ negativ keine Supra-
ventrikuläre 
Tachykardie 
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